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OzZET

Karakaya D. Fare kafa travmasi modelinde deksmedetomidinin
inflamasyon lizerine etkilerinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip

Fakultesi, Norosirurji Anabilim Dali, Ankara, 2018.

Giris ve Amag: Travmatik beyin hasari (TBH), diinya genelinde kalici veya gegici
sakatliklarin ve o6lumun en sik nedenidir. Travma sonrasi norolojik fonksiyon
kayiplarina neden olan ikincil (sekonder) hasar sireci ilerleyici nGrodejenerasyona ve
gecikmis hiicre élimiine sebep olmaktadir. ikincil hasarda verilen cevaplardan biri
olan néroinflamasyon, santral sinir sisteminin patojenlere veya hiicresel hasar sonucu
olusan sinyal molekullere kargi olugan dodal immun yanittir. Dogal bagisiklik sistemi,
steril inflamasyonda hasarli hiicreler tarafindan salinan ve inflamatuar yaniti baslatan
‘damage-associated molecular patterns” (DAMPs) tarafindan aktive edilir.
inflamazom adi verilen sitozolik multiprotein komplekslerinin aktive olmasi aktif
kaspaz-1 olusumunu, kaspaz-1 ise prointerlékin-1B ve 18in matir formlarina
doénlsiminiu saglar. Bunun yani sira ge¢ dénemde lenfosit ve mikroglia/makrofaj
aktivasyonu izlenir. Deksmedetomidin (DEX), antiinflamatuar etkileri bircok deneysel
hayvan modellerinde gosterilmis, solunum baskilanmasina neden olmadan agri kesici
ve sedasyon etkileri olan, glglu ve selektif bir a2-adrenoseptér (adrenerjik reseptor)
agonistidir. Bu calismada, kafa travmasi modelinde antiinflamatuar ve sedatif
dozlarda verilen intraperitoneal DEX'in, 3. gunde inflamasyon Uzerindeki etkilerinin

incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada, 4 ayri grup ve her grupta 5 adet Swiss Albino fare
(n=5) olacak sekilde toplam 20 adet fare kullaniimigtir. 5'i sham grubu, 5’i kontrol
grubu, 10 tanesi ise deney grubu olarak ayrilmigtir. Farelere 9 cm yukseklikten 80 gr
serbest agirlik dusurulerek kafa travmasi modeli olusturulmustur. Travmadan yarim
saat sonra kontrol grubuna intraperitoneal serum fizyolojik, deney gruplarina ise
intraperitoneal sirasiyla 40 ve 200 pg/kg DEX enjeksiyonu yapilmistir. Tim gruplarin
1. ve 3. glin sonunda nérolojik degerlendirmeleri mNSS ile yapilip fareler sakrifiye
edilerek beyin dokularindaki histopatolojik ve immunhistokimyasal bulgular kontrol

grubuyla kargilagtiriimigtir.



Bulgular: 40 ug/kg dozunda verilen DEX ile norolojik olarak anlamli bir iyilesme
saglandigi (p=0,024), 200 pg/kg DEX verildiginde ise iyilesmenin istatistiksel olarak
anlamlihga yakin oldugu goérilmustir (p=0,06). IL-1[ sinyal pozitifligi, 200 pg/kg DEX
verilen grupta anlamli olarak azalmistir (p=0,028). Iba-1 (iyonize kalsiyum baglayici
adaptér molekil-1) ile isaretlenen mikroglialarin hasarli bélgeye gég¢unun, kontrol
grubuna gére 200 pug/kg DEX verilen grupta daha az oldugu goérilmektedir (p=0,031).
40 ve 200 ug/kg DEX verilen gruplarda kontrol grubuna gére aktif mikroglia sayisi da
anlamh olarak azalmistir (p=0,0357 ve p=0,0357). T lenfosit infiltrasyonu
degerlendirildiginde, 40 ug/kg DEX verilen grupta kontrol grubuna gére CD3 + hiicre
sayisinin anlamli olarak daha az oldugu goérilmustur (p=0,05). Kontrol grubu, 40 ve
200 pg/kg DEX verilen gruplar ile karsilastirildiginda NLRP3 sinyali ilag verilen
gruplarda anlaml olarak azalmistir (p=0,031 ve p=0,031). Son olarak, histopatolojik
incelemelerde, DEX verilen deney gruplarinda sitotoksik 0Odemin azaldigdi

gorulmastar.

Sonug: Fare kafa travmasi modelinde DEX kullanimi, néroinflamasyon ve mikroglial

aktivasyonu inhibe ederek nérolojik fonksiyonlarda diizelmeye katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Travmatik beyin hasari, inflamasyon, inflamazom, mikroglia

Bu galisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(HUBAP) (Proje numarasi: THD-2017-16630) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Karakaya D. Investigation of antiinflammatory effects of
dexmedetomidine on experimental traumatic brain injury model,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Neurosurgery,
Ankara, 2018.

Introduction & Objectives: Traumatic brain injury (TBI) is a leading cause of
mortality and permanent or transient neurological disability worldwide. After primary
damage, secondary damage processes begin, which last longer and cause loss of
neurological function. Neuroinflammation, one of the responses to secondary
damage, is an innate immune response to the pathogens or signaling molecules that
result from cellular damage. The innate immune system is activated by "damage-
associated molecular patterns" (DAMPs), which are released by damaged cells in
sterile inflammation then inflammatory response begins. Activation of
inflammasomes, which are a group of cytosolic multiprotein complexes, initiates the
cleavage of pro-caspase-1 to the mature form of caspase-1 which is then able to
cleave pro IL-1p and pro IL-18 into their mature forms of IL-13 and IL-18. In addition,
later in the response, lymphocyte and microglia/macrophage activation is observed.
Dexmedetomidine (DEX) is a potent and highly selective a2-adrenoceptor agonist
which has analgesic and sedative properties without causing respiratory depression,
and its antiinflammatory effects are shown in many experimental animal models. In
this study, we aimed to investigate the antiinflammatory effects of intraperitoneal
dexmedetomidine given in antiinflammatory and sedative doses, on the third day of

inflammation in experimental traumatic brain injury model.

Material & Methods: In this study, twenty male Swiss Albino mice were divided into
four groups: sham (n=5), control (n=5), 40 pg/kg DEX (n=5) and 200 pg/kg DEX (n=5)
injected groups. Closed head trauma was performed by using weight drop model (80
gr, 9 cm). Half an hour after the trauma, intraperitoneal saline was injected into the
control group and intraperitoneal 40 and 200 ug / kg DEX were given to the
experimental groups. Neurological evaluations of all the groups were performed with
mNSS at the end of the first and third days. The mice were sacrified in the third day
and histopathologic and immunohistochemical findings of the brain tissues were

examined and compared with the control group.



Vii

Results: A neurologically significant improvement was obtained with DEX given at
40 ug / kg dose (p = 0.024), but when 200 ug / kg DEX was given, the improvement
was not found to be statistically significant (p = 0,06). IL-1B signal positivity was
significantly reduced in the group given 200 pg / kg DEX compared to the control
group (p = 0.028). The number of Iba-1 (lonized calcium binding adaptor molecule-1)
marked microglias which have migrated to the injury site was lower in the group that
has been given 200 pg / kg DEX than the control group (p = 0.031). In the 40 and 200
pg / kg DEX groups, the number of active microglias was significantly lower than the
control group (p = 0.0357 and p = 0.0357). When T lymphocyte infiltration was
evaluated, the number of CD3 + cells were significantly lower in the group given 40
ug / kg DEX compared to the control group (p = 0,05). NLRP3 signal was significantly
reduced in both of the drug-treated groups when compared to the control group (p =
0.031 and p = 0.031, respectively). Lastly, in histopathological examinations, cytotoxic

edema decreased in experimental groups which were given DEX.

Conclusion: In mice head trauma model, dexmedetomidine inhibits

neuroinflammation and microglial activation that contributes to neurological recovery.

Keywords: Traumatic brain injury, inflammation, inflammasome, microglia

Supported by HUBAP (Project number: THD-2017-16630).
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1. GIRIS

Beyin fonksiyonlarinda kafaya alinan darbe, sarsinti, patlama, penetran
yaralanma veya direkt disardan bir kuvvet uygulanmadan ivmelenme ile olugsan
degisiklikler olarak tanimlanan travmatik beyin hasari (TBH), son yillarda énemli bir
halk saghg! sorunu olup dinya genelinde kalici veya gegici sakatliklarin ve 6limun
en sik nedenidir (1, 2). Sadece Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yillik 2,5 milyon
acil servis bagvurusu TBH ile iligkili olup, bu hastalarin yaklasik 270.000’i hospitalize
edilmektedir. Her yil 50.000’den fazla kisi bu nedenle 6lmekte ve 80.000’i ise kalici
sakatlikla sonuglanmaktadir (3, 4). Geng erigkinlerde motorlu arag¢ kazalari, 65 yas
Uzerinde ise diismeler kafa travmasina bagh 6lim ve sakatliklarin en 6nemli nedenidir
(4). insidans erken gocukluk, gec ergenlik-erken yetigkinlik ve yashlik olmak lzere Ui¢

yas grubunda artis géstermektedir ve erkeklerde daha siktir (5).

Travma sonrasi beyinde, saniyeler ve dakikalar icinde olusan ve néron olimu
ile sonuglanan ilk hasar, birincil (primer) hasar olarak tanimlanir. Birincil hasarda
kemik fraktirleri, beynin kafatasi kemikleri altinda direkt ezilmesi sonucu
kontizyonlar, ekstradural hematom ve akselerasyon-deselerasyon ile olugsan akut
subdural hematom ve diffiz aksonal hasar gibi mekanizmalar rol oynar. Birincil
hasarin sonug¢lanmasiyla etkisi saatler, gunler hatta aylar siren daha karmasik
biyokimyasal ve fizyolojik olaylari iceren ve travma sonrasi ndrolojik fonksiyon
kayiplarina 6nemli élgtide neden olan ikincil (sekonder) hasar sireci bagslar. Bu stireg
hasarli dokuda homeostazi saglamak icin hicresel ve molekuler yanitlari icermekle
birlikte siklikla birincil hasarin alevlenmesine, ilerleyici norodejenerasyona ve
gecikmis hiicre élimiine sebep olmaktadir. ikincil hasarda verilen cevap, kan beyin
bariyerinin yikilmasi, oksidatif stres, glutamat eksitotoksisitesi ve néroinflamasyonu
(sitokin Uretimi, astrosit ve mikroglia aktivasyonu ve makrofaj infiltrasyonu)
icermektedir (6). Noroinflamasyon, santral sinir sisteminin patojenlere veya hucresel
hasar sonucu olusan sinyal molekiillere karsi olugan dogal immiin yanittir. inflamatuar
yanit, bu patojenlerin elimine edilmesi, hasarli hicrelerin temizlenmesi ve doku tamiri
icin gerekli olsa da, kontrolsiiz néroinflamasyon daha fazla doku yikimina ve néral

disfonksiyona neden olmakta ve nérolojik fonksiyon kayiplari ile sonuglanmaktadir

(7).

Akut dénemin ardindan dogal bagisiklik sistemi, 1si sok proteinleri (HSP), Grik

asit, adenozin trifosfat (ATP), potasyum ve nikleik asitler gibi steril inflamasyonda



hasarli hiicreler tarafindan salinan ve inflamatuar yaniti baslatan “damage-associated
molecular patterns” (DAMPs) tarafindan aktive edilir. DAMPs, sitozolde bulunan NOD
benzeri reseptorler (NLRs) tarafindan taninir. inflamatuar yanitta gérev alan bir sistein
proteaz olan prokaspaz-1, adaptér proteini (ASC) ve sitozolik sensor, inflamazom adi
verilen multiprotein kompleksi olusturur. Travmatik beyin hasari ile iligkisi gosterilmis
baslica inflamazomlar NLRP1 (Nod benzeri reseptdr proteini 1), NLRP3 (Nod benzeri
reseptér proteini 3) ve AIM2 (absent in melanoma-2)dir. inflamazomlarin aktive
olmasi prokaspaz-1’in proteolitik etkisi olan aktif alt Gnitelere yani kaspaz-1’e
donlsimini saglar. Kaspaz-1 ise prointerlokin-1B ve 18’in matir formlarinin
olusumunu saglar. Bunun yani sira ge¢ dénemde lenfosit ve makrofaj aktivasyonu ve

mikroglialarda da birtakim morfolojik degisiklikler izlenir (8, 9).

GunUmuzde mannitol, hipertonik salin, intrakranial basing monitorizasyonu
gibi temel tedaviler, bu hastalarin hastaneye bagvurmasi, tani konmasi ve tedavisinin
baslanmasina kadar gecen suregte sekonder hasar mekanizmalari devreye girdigi

icin sekonder hasarin azaltiimasi Gzerinedir (10).

Son yillarda yodun bakim Unitelerinde kullaniimaya baslanan
deksmedetomidin (DEX), yeni nesil, solunum baskilanmasina neden olmadan agri
kesici ve sedasyon etkileri olan, gl¢lu ve selektif bir a2 adrenerjik reseptor agonistidir.
Hipnotik etkisini locus cereleustaki noradrenerjik noronlarda hiperpolarizasyon ile
gosterir. Antiinflamatuar etkileri, serebral iskemi-reperflizyon hasari (11, 12), sepsiste
akciger hasari (13), akut bébrek hasari (14), myokardial iskemi-reperfiizyon hasari
(15) ve hepatik iskemi-reperfizyon hasarinda (16) gosteriimesine ragmen travmatik
beyin hasarinda bu ilacin etki mekanizmalarini aydinlatmak icin baska calismalara da

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada, kafa travmasi modelinde antiinflamatuar ve sedatif dozlarda
verilen intraperitoneal DEX'in, 3. gunde inflamasyon uUzerindeki etkilerinin
incelenmesi, 1. ve 3. gun norolojik degerlendirmelerin kargilastirilmasi ve 3. gun
sonunda sakrifiye edildikten sonra beyin dokularinin histopatolojik ve
immunhistokimyasal olarak incelenerek kontrol grubuyla Kkarsilastiriimasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Travmatik Beyin Hasari: Epidemiyoloji

Travmatik beyin hasari (TBH), dogrudan etki, ani akselerasyon veya
deselerasyon kuvvetleri, kiint veya penetran travma gibi dis kuvvetler sonucunda
beyin islevlerinde bozulma veya beyinde ndroradyolojik olarak travmaya ait bulgularin
gosterilmesidir. Biling kaybi veya biling dizeyinde azalma, travmadan hemen dncesini
(retrograd) veya sonrasini (posttravmatik) kapsayan amnezi, objektif olarak nérolojik
defisit (kuvvet veya duyu kaybi, dengesizlik, gérme bozuklugu, afazi) gelisimi veya
travma sirasinda mental durumda bozulma (konfiizyon, dezoryantasyon, algida
yavaslama) gibi klinik belirtilerden herhangi birinin olmasi beyin islevlerinde bozulma
olarak tanimlanir (1). Beyin islevlerinde bozulma olmaksizin yuiz ve skalpi ilgilendiren
travmalari (laserasyon veya abrazyon gibi) da kapsadigindan, dnceleri yaygin olarak

kullanilan kafa travmasi tanimindan uzaklasiimistir.

Epidemiyolojik ¢calismalarda verilerin G¢ kaynaktan elde edildigi gérulmustur:
hastane basvurusu veya taburculuk kayitlari, acil servis kayitlari ve 6lum bildirimleri.
Ancak hafif siddette kafa travmasi geciren veya evde yaralanan yasl hastalarin
hastaneye bagsvurmamasi nedeniyle verilerin toplanmasinda zorluk yagsanmaktadir.
Yani sira, dahil edilme kriterleri agisindan travma sonrasi amnezi, konflizyon ve
bilgisayarli tomografide (BT) beyin hasari bulgularinin varhdi veya Glasgow Koma
Skorunun (GKS) 8 veya daha disuik veya 12 veya daha dusuk olmasi gibi farkli

kriterler kullandigi gérulmektedir (2).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) verilerine gére ABD’de,
2002-2006 yillari arasinda, yilda en az 1.7 milyon TBH nedeniyle acil servis
basvurusu, 275.000 hastane yatisi ve 52.000 6lim gergeklesmistir (17). Avrupa’da
ise 2015 yil TBH insidansinin 262/100.000/yil, 6lim hizinin ise 10.5/100.000/yil
oldugu bildirilmistir (18). TBH’nin global mortalitenin %9’undan sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Beyin travmasi yaralanmaya bagli dlumlerin ve major kalici sakatlklarin
yaklasik Ugte birinden sorumlu tutulmaktadir. Dusuk ve orta gelirli Ulkelerde de
motorlu tasit kullanimin yayginlasmasiyla TBH insidansinin belirgin sekilde arttigi

gorulmektedir.

Yas ortalamasi gesitli galismalarda 22-49 yas arahiginda bildirilmistir (19, 20).
TBH en sik okul 6ncesi (1-4 yas), geng eriskin (15-24 yas) ve 75 yas Ustu dénemde



gorulmektedir (21-24).

TBH, genellikle geng erigkin erkeklerde daha sik gorulmektedir. Literaturde
erkek-kadin oran yaklagik 3:1 olarak bildirilmigtir (19, 25, 26). International Mission
for Prognosis and Clinical Trial (IMPACT) galismasinda erkek hakimiyetinin ileri
yaslarda (>65 yas) ve cocukluk caginda azaldigi ve cinsiyetler arasi farklihgin
olmadigi bildirilmistir (25). ABD’de yapilan baska bir calismada ise TBH nedeniyle acil
servise basvuru veya hastaneye yatis riski en yuksek olan gruplar <4 yas cocuklar,
15-19 yas adolesanlar ve >75 yas erigkinler olarak belirlenmistir. TUm yas gruplari
arasinda >75 yas erigkinlerin hastaneye yatis ve 6lum oranlarinin en yuksek oldugu

bulunmustur (20).

Kafa travmasinin en sik nedeni dismeler (%55), motorlu tasit kazalari (%30)
ve direkt kafaya bir cisimle vurulmasidir (%15). Yaslilarda ve g¢ocuklarda dismeler
TBH’nin en sik nedeni iken, erigkinlerde dismeler kadar motorlu tasit kazalari da sik
goérulmektedir. 5-14 yas grubunda o6zellikle erkeklerde kafaya direkt bir cisimle
vurulmasi ve spor yaralanmalari dnemli yer tutmaktadir (20). TBH riski, addlesanlarda
ve genc erkeklerde siddete ve motorlu tasit kazalarina bagh artis géstermektedir.
infantlardaki TBH’nin ise gocuk istismarina bagli oldugu disinilmektedir (5). Hyder
ve arkadaslari genel olarak TBH’lerin %60’ inin trafik kazalarina, %20-30’unun
dismelere, yaklasik olarak %10’unun siddete maruz kalma ve kalan %10’unun ise is
kazalari ve spor yaralanmalarina bagh oldugunu tespit etmistir (27). IMPACT
calismasinda da benzer bir dagilim tespit edilmistir; trafik kazalar %53-80, dismeler
%12-30, siddete maruziyet %1,5-10, kalan %10 ise is kazalari (%0,5-8), spor kazalari
(%0,2-4,5) ve diger yaralanmalar (%1,5-16) olarak bildirilmigtir (28). Siddete ikincil
TBH sikliginin son yillarda artarak %7-10 diizeylerine ulastigi dikkat gekmektedir (28).
ABD’de TBH iligkili uzun dénem sakatlik prevalansinin 3,2 — 5,3 milyon Kisi veya
nifusun %1-2’si oldugu tahmin edilmektedir (29, 30).

2.2. Travmatik Beyin Hasarinin Tirleri ve Siniflandirmalar

Klasik olarak TBH, hasar mekanizmasina gore (kapali veya penetran), klinik
ciddiyetine gore (GKS) ve nérogdruntilemelerde yapisal hasarin anatomik dagilimina
gore siniflandirilir. Ancak akut dénemde biling diizeyi medikal sedasyon, paralizi veya
intoksikasyon nedeniyle net olarak degerlendirilemeyebilir (31). TBH sonrasi klinik
durum ve biling diizeyinin degerlendiriimesinde en sik kullanilan skala Glasgow Koma

Skoru (GKS) ve biling kaybi ve posttravmatik amnezinin (PTA) suresidir (32) (Tablo



2.1.). GKS’ye gore TBH, hafif, orta veya agir kafa travmasi olarak derecelendirilir.
GKS’nin <8 olmasi agir beyin hasarini, 9-13 olmasi orta siddette beyin hasarini, 14-
15 ise hafif beyin hasarini gdsterir (3, 5, 32). Hafif beyin hasari siklikla tam ndérolojik
iyilesme ile sonuglanirken, %15-30’'u bazi nérokognitif ve davranigsal degisiklikler
gosterebilir. Orta siddette TBH'de (GKS: 9-13) hastalar letarjik ve stuporda iken, agir
beyin hasarinda (GKS: 3-8) ise koma halindedir. Disik GKS, agir beyin hasari, agir

norolojik kayip, vejetatif durum ve dlumle direkt iligkilidir (32).

Tablo 2.1. Glasgow Koma Skalasi

TEST SKOR
GOZ ACMA (G)
e Spontan 4
* Sesli uyaranla 3
® Agnl uyaranla 2
e Yok !
EN iYI MOTOR YANIT (M)
¢ Emirlere uyar 6
*  Agrli uyaram lokalize eder 3
* Agnl uyarana fleksiyon-cekme 4
* Fleksor/dekortike postiir 3
¢ Ekstansor/deserebre postiir =
* Yok 1
EN iYi VERBAL YANIT (V)
¢ Oryante 5
* Konfiize/desoryente 4
¢ Upygunsuz kelimeler 3
* Anlamsiz sesler 2
.« Yok* 1
EN YUKSEK SKOR (G+M+YV) 15

* entiibe hastalar verbal skorlamadan “T” alir ve skala 3T-11T arasinda skorlanir.

TBH’nin siddeti biling kaybi ve PTA’nin suresine gore de siniflandiriimaktadir

ve GKS’ye gére klinik sonugla daha siki korele oldugu goésterilmistir (33). Buna gore



hafif beyin hasari, biling kaybinin 1 saatten ve PTA'nin 24 saatten kisa sirmesi, orta
siddette beyin hasari, biling kaybinin 1-24 saat ve PTA’nin 1-7 glin sdrmesi ve agir
beyin hasari ise biling kaybinin 24 saatten uzun ve PTA'nin 1 haftadan uzun sirmesi

olarak tanimlanir (33).

Travmatik beyin hasari, anatomik olarak fokal veya diffiz yaralanma olarak da
siniflanabilir (Tablo 2.2.). Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans
goéruntileme (MRG) kullanilarak yaralanma paternleri incelenip anatomik siniflamalar
yaplilabilir ve hastalarin sekonder hasar, ge¢ noérolojik kotilesme ve kotl prognoz igin
riskleri 6ngoérulebilir. 1991°den bu yana kullanilan ve radyolojik goriintilemelerde kitle
lezyonu olup olmamasi ile kafa i¢i basing artisi bulgularina gére derecelendirme
yapilan Marshall skoru (34) (Tablo 2.3.) 2005 yilinda giincellenerek Rotterdam Skoru
olarak yeniden adlandiriimigtir (35) (Tablo 2.4.).

Tablo 2.2. Fokal ve diffiiz yaralanmalar

FOKAL YARALANMALAR DIFFUZ YARALANMALAR

Kontiizyonlar Konkiizyon

Kirik Diffiiz aksonal hasar (orta/agir)
Coup

Contrecoup

Intermediate

Gliding

Herniasyon

Hematomlar

-Epidural

-Subdural

-Intraserebral



Tablo 2.3. Beyin hasarinin BT bulgularina gére siniflandiriimasi: Marshall
Skoru

Klinik Agirhk Yapisal Hasar (Marshall BT skorlamasi)
GKS 3-8: agir Diffiiz hasarlanma I: BT de goriiniir patoloji yok
GKS 9-13: orta Diffiiz hasarlanma II' Sisternler belirgin ve 0-5 mm orta

GKS 14-15: hafif hat sifti var ve/veya lezyon dansiteleri mevcut; >25 cm’
yiiksek veya mikst dansiteli kitle lezyonu yok, kemik
pargalar ve yabanci cisim icerebilir
Diffiiz hasarlanma III: (sisme) Sisternler silik, orta hat
sifti <5Smm; >25 cm® yiiksek veya mikst dansiteli kitle
lezyonu yok
Diffiiz hasarlanma 1V (sift): Orta hat sifti >Smm; >25 cm’
yiiksek veya mikst dansiteli kitle lezyonu yok
Bogaltilmig kitle lezyonu V: Cerrahi olarak bosaltilmig
herhangi bir lezyon
Bogaltilmamig kitle lezyonu VI: Yiiksek veya mikst
dansiteli >25 cm® lezyon; cerrahi olarak bogaltilmamig

Tablo 2.4. Beyin hasarinin BT bulgularina gére siniflandiriimasi: Rotterdam
Skoru

BULGU SKOR
BAZAL SISTERNLER

Normal 0
Komprese

Silik 2
ORTA HAT SIFTI

< 5mm 0
>5 mm

EPIDURAL KITLE LEZYONU

Var 0
Yok

INTRAVENTRIKULER KAN VEYA SAK

Yok 0
Var

Sum score +1

Toplam 1-6




2.3. Travmatik beyin hasari: klinik bulgular, tani, tedavi ve prognoz

2.3.1. Fokal Beyin Hasari

Fokal beyin yaralanmalari kontuzyonlar ve travmaya bagli intrakraniyal

hematomlarla sonuclanir.
2.3.11. Kontiizyon

Kontlzyonlar travma sonrasi ortaya ¢ikan kortikal ylizeye dik, fokal subpial
mikrokanamalar olup hastalarin yaklasik %30'unda ilk BT goéruntlilemesinde
saptanabilir (36). Mevcut hasara piamater hasari da eklenirse laserasyondan
bahsedilir. Kontuzyonlar, ¢cogunlukla travma esnasinda kemiklerle yakin temas
halinde olan beyin bdlgelerinde gorilur; frontal ve temporal kutuplar, orbitofrontal
gyruslar, perisylvian yapilar ve inferolateral temporal lob ylizeyleri en sik etkilenen

alanlardir.

Kontuzyonlar mekanizma, anatomik yerlesim veya komsu yaralanmalara gore
siniflandirihr. Kirik kontiizyonlari dogrudan temas yaralanmalari sonucunda ve
etkilenen kemiklerin hemen komsulugundaki beyin dokusunda gérulir. Coup
kontiizyonlar! kirik olmaksizin etkilenen kemiklerin hemen komsulugundaki beyin
dokusu yaralanmasi, contrecoup ise darbenin karsi tarafindaki beyin dokusunun
yaralanmasi igin kullanilir. Gliding kontlizyonlar dogrudan temas mekanizmasindan
ziyade rotasyonel darbeler sonucu gorulir ve korteks ile serebral hemisferlerin Ust
sinirlarina komsu beyaz cevher alanlarini etkileyen hematomlar igin kullanilr.
Intermediate kontiizyonlar korpus kallosum, bazal gangliyonlar, hipotalamus ve beyin
sap! gibi derin beyin yapilarini etkileyen lezyonlardir. Herniasyon kontiizyonlari
temporal lobun medial kisimlarinin tentoriyal sinirla temas ettigi bélgelerde (6rn. unkal
herniasyon) veya serebellar tonsillerin foramen magnum ile temas ettigi bolgede (6rn.

tonsiller herniasyon) ortaya cikar (37).

Kontuzyonlar etkilenen alana bagli olarak degisik derecelerde ndrolojik
defisitlere neden olur. Nadiren de gevreleyen beyin dokusundaki 6dem ve hematom
nedeniyle kitle etkisine neden olabilir. En ciddi kontlzyonlar yaralanma

mekanizmasindan bagimsiz olarak frontal ve temporal bélgelerde gérilmektedir (38).



2.3.1.2. Travmatik intrakranial Hematomlar

intrakraniyal hematomlar cerrahi miidahale gerektirebilecek kitle lezyonlaridir.
Kafatasi kirigi olan hastalarda siklikla karsilagsilmaktadir. Travmatik intrakraniyal

hematomlar yerlesimlerine gére Ug gruba ayrilir: epidural, subdural ve intraserebral.
2.3.1.2.1. Epidural Hematom

Epidural hematomlar (EDH) travma sonrasi kafatasi kemigi ile dura arasinda
ortaya ¢ikan kanamalardir. Kafa travmalarinin %1-3’inde epidural hematom izlenir
ve epidural hematomlarin %15-20’si 6limcil seyreder. Epidural hematomlar dural
vaskuler yapilarin veya kafatasinin yaralanmasi sonucu olusur ve ¢cogunlukla kafatasi
kiriklariyla birliktelik gosterir. Arteriyel kaynakli EDH en sik temporoparietal kiriklar ile
birlikte gorular. Dura ve kemigdin ayrilmasi sonucu orta meningeal arter yaralanmasi
ile ortaya gikar. Vendz kaynakli epidural hematomlar ise tum epidural hematomlarin

ancak %10’unu olusturur (39).

EDH’ler radyografik durumlarina goére tge ayrilir: tip | (akut ve hiperakut-ilk
gun, pithtilasmamis kan igerir, %58), tip Il (subakut, 2-4. glnler, kati, %31) ve tip llI
(kronik, 7- 20. gunler, lisent gérinim, %11) (40).

EDH’li bir hastanin klinigi ilk kez Jacobson tarafindan 1886’da tarif edilmistir:
travmayi takiben biling kaybi, ardindan gegici bir iyilesme (Jucid interval) ve sonra hizl
norolojik kétilesme. Bu klasik tablo hastalarin yalnizca %4-21’'inde goérulmektedir
(41). Genigsleyen EDH, norolojik kotllesme, kontralateral hemiparezi, ipsilateral
okulomotor sinir felcine bagli midriazis, deserebrasyon rijiditesi, arteryal
hipertansiyon, kardiyak aritmiler, solunum bozukluklari, apne ve dlum ile sonugclanir.
Bu bulgularin gelismesi hematomun boyutuna ve eglik eden intrakraniyal diger lezyon
varligina baghdir. Taninin hizli konulmasi ve erken mudahale ile uygun tedavi

yapilmasi prognozu ag¢isindan énemlidir.
2.3.1.2.2. Subdural Hematom

Subdural hematom (SDH), hizli akselerasyon ve deselerasyon kuvvetleri
sonucu siklikla kopru venlerinin yirtiimasi ile olugan duramater ile araknoid mater
arasindaki kanamalardir. Arteriyel ve vendz kanama sonucu olusurlar. Kanama uzun
surede biriktigi icin artmig intrakranial basing ve herniasyona bagl semptom vermesi

icin saatler veya gunler gegmesi gerekir (32).
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SDH akut, subakut ve kronik olmak Uzere Uge ayrilir. Patolojik olarak SDH ilk
48 saatte pihtilagsmis kandan olusur, subakut SDH’de pihti ve kan karisimi (2-14 glin),
ve kronik SDH’de (>14 gln) ise sadece kan gorulur (Tablo 2.5.). Klinikte, akut SDH
yaralanmadan sonraki ilk 3 glinde, subakut 3-21 gunde ve kronik SDH ise >21 gunde

belirti verir.

Tablo 2.5. Subdural Hematom Siniflamasi

TiP GUN ICERIK BT

Akut 0-2 Pihtilagmig kan Hiperdens
Subakut 2-14 Pihtili kan Izodens
Kronik >14 Kan Hipodens

Akut SDH’ler, tim SDH’lerin %50-60'idir. En sik siddete maruz kalan veya
digenlerde bagin ani hareketi sonucunda gorulebilecegi gibi kronik antikoagulan
kullananlarda mindér kafa travmasi sonucunda da olusabilir. Akut subdural
hematomun mortalitesi %60’lara kadar ¢ikmaktadir ve olimlerin yaklasik %90l

travmadan sonraki ilk 1 ay icinde gergeklesmektedir (42).

Cogu akut SDH beyin ylzeyindeki ven6z yaralanmalar nedeniyle olur ve iki

sekilde gerceklesebilir:

1) Darbenin dogrudan etkisi ve meydana gelen kontlizyon ve laserasyonlar
sonucunda kortikal ylizeyden en ¢ok da temporal pole komsu subdural mesafeye
kanama ile hematom olusumu. Subdural hematom ve hasarlanmis nekrotik beyin

dokusunun olusturdugu komplekse patlamis lob (burst lobe) denir.

2) Serebral konveksite Uzerinde gerilen kdpri venlerin yirtiimasi sonucunda
hematom olusumu. Bu yaralanma tirinde beyin hasari daha hafif olup esasen
hematomun olusturdugu kitle etkisi veya venéz kompresyona bagli fokal iskemi

nedenlidir.

Akut SDH’nin serebral kontuzyonlar nedeniyle komplike olmasi ve sekonder
hasar olusumu, akut SDH’da preoperatif komatéz hasta oraninin yiksek olmasina
neden olur. Akut SDH ve EDH’de prognozu etkileyen 3 énemli parametre: biling
duzeyi, koma ile hematomun bosaltilmasi arasinda gecen sire ve eslik eden beyin
hasaridir (42).
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2.3.1.2.3. intraserebral Hematom

intraserebral hematomlar (ISH), tim travmatik intrakraniyal hematomlarin
%20’sidir. Genellikle blylk lober kontlizyonlarla birlikte goérulirler. Siklikla koétu
ndrolojik sonug ve yiuksek mortalite ile sonuglanir. Agir kafa travmasinda, hematomun
50 ml'den fazla olmasi ylksek mortalite ile iligkilidir. Travmatik ISH de spontan
kanamalar gibi zaman iginde blyime gésterebilir. BT anjiyografide verilen kontrastin
ektravaze olmasi hematom buyumesinin, kota klinik sonucun ve yuksek mortalitenin
dnemli bir géstergesidir. ISH ile hemorajik kontlizyon ayrimini yapmak oldukga gligtr.
Kontuzyon, beyin dokusu ve kan birlesiminden olusurken intraserebral kanamalar
beyin parankimi igcinde kanama alanlarinin birlesmesiyle meydana gelir. iSH’lerin
¢ogu, kontlzyonlarda oldugu gibi orbitofrontal ve temporal loblarda gérilir. Bazal
gangliyonlar veya internal kapsiildeki derin iSH’ler daha nadir olup tim TBH’li
olgularin %2’sinde gorilir. Cogu travmatik iISH nonpenetran kafa travmalari sonucu
olusur. Kronik antikoagulan tedavi almakta olan hastalarda hafif kafa travmasiyla bile

ISH gelismesi riski vardir (43).

Kafa travmasindan sonraki ilk birkag saatte ¢ogunlukla hemorajik
kontizyonda buyume veya yeni kontlizyon gelisimi olur. Bu duruma hemorajik
kontiizyonun progrese olmasi denir. Bazen de ilk ndroradyolojik goéruntulemeler
normal olup sonrasinda ISH geligebilir. Bu durumda ise gecikmis travmatik iSH’den
bahsedilir. Dekompresif hemikraniektomi sonrasi kanamanin genislemesi siktir ve

mortalite ve morbidite ile direkt iligkilidir (43).

2.3.2. Diffuz Beyin Hasari

TBH sonrasi en sik karsilasilan durum diffiz beyin yaralanmasidir. Diffiz
yaralanmalar hafif konklzyon seklinde olabilecedi gibi persistan posttravmatik
komaya kadar giden agir bir tablo da izleyebilir.

2.3.21. Konkiizyon

Konklizyon, tim dinyada en sik goértlen fakat ciddi olmayan, gegici travmatik
beyin hasaridir. Kafanin akselerasyon ve deselerasyonu ile tetiklenen ve beyni
etkileyen karmasik patofizyolojik olaylari igerir. Hasarin mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte travma esnasinda aksonlardaki geriimeye bagh akson iyon
kanallari degisiklikleri suglanmaktadir. Norogoruntilemede yapisal lezyon izlenmez

ve tipik olarak mudahale gerektirmeksizin izlem yeterlidir ve ani gelisen ndrolojik
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disfonksiyon spontan olarak dizelir. Hastalarin kiguk bir kisminda postkonkuzif
semptomlar devam edebilir (44, 45). GKS 15 ve BT normal iken difflizyon

goruntuleme ile sitotoksik 6dem goralur.

CDC tarafindan ABD’de her yil acil servise bagvuran 135.000 hastanin spora
bagl konklzyon gecirdigi tahmin edilmektedir (46, 47).

2.3.2.2. Diffiiz Aksonal Hasar

Diffiz aksonal hasar, agisal ve rotasyonel akselerasyon ve deselerasyon ile
beynin gyrensefalik yapida olmasi ve beyaz cevher/gri cevher oraninin yiksek olmasi
sebebiyle aksonlarda ayrilma ve yirtilma sonucu meydana gelir. Ciddi derecede
etkilenmis ve gros parankimal kontluzyon, laserasyon veya hematom olmayan
olgularda en sik karsilagilan beyin hasaridir. Diffiz aksonal hasar (DAH), travmayi
takiben gelisen persistan komadan sorumludur ve morbidite ve mortalitenin en 6nemli
sebebidir (48). Koronal veya lateral akselerasyon yaralanmalari en agir DAH’ye, oblik
ve sagital dizlem akselerasyonlari en hafif DAH’ye neden olur. Beyaz cevherdeki
aksonlarin viskoelastik yapilar, traktlarin anizotropik yerlesimi, mikrotubul ve
norofilamanlarin lineer olmasi ve aksolemma ylizeyinin aksoplazma hacmine goére
daha genig olmasi, aksonlarin Ozellikle akselerasyon ve deselerasyon travmasina
daha hassas olmasina neden olur (32).

Travma sonrasi aksonal dejenerasyon sirasiyla, aksonal transportun
bozulmasi, diskonneksiyona sekonder aksonal 6dem ve Wallerian dejenerasyon
seklinde gelisir. N6ropatolojik olarak korpus kallozum, internal kapsul, serebral beyaz
cevher, Uglncl ventrikll cevresi, forniks, beyin sapi ve serebellumda diffliz olarak
aksonal retraksiyon topguklar, aksonal sisme (aksonal varikozite) ve punktat
hemorajiler goérulir (32, 49). Punktat hemorajiler “Strich hemorajileri” olarak da
adlandirilir. Fonksiyonel iyilesmeyi aksonal hasarin yeri ve ciddiyeti belirler.

DAH, lezyonlarin yerlesimine gére Adams ve ark. tarafindan siniflandirilmigtir
(38) (Tablo 2.6.).

Tablo 2.6. Diffuz Aksonal Hasar Noéropatolojik Siniflamasi

DERECE LEZYONUN YERI

I Serebral hemisferlerin parasagital beyaz cevherinin aksonal hasari
II Grade I’e ek olarak korpus kallosumda fokal lezyon
I Grade II’ye ek olarak serebral pedinkiilde fokal lezyon
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2.4. Travmatik beyin hasarinin mekanizmasi

TBH’ye neden olan mekanizmalar hasarin boyutu ve tipini belirler. Travma,
kabaca kunt (acik/kapali) ve penetran olmak uzere ikiye ayrilir. Kuvvetin sekli (temas
veya eylemsizlik), yaralanmanin tipi (rotasyonel, agilanma, translasyonel), darbenin
blyUkligl ve suresi 6nemlidir. Temas yaralanmasi, darbe alan kafanin hareket
edemedigi durumlarda gérulirken, eylemsizlik yaralanmasinda kafanin ani hizlanma
veya yavaslamasiyla beyin kafatasindan farkli hareket ederek hasarlanir. TBH'de

cogunlukla ayni anda birden fazla mekanizmayla yaralanmalar gérulur.

1966’da Goldsmith TBH’ye neden olan i¢ mekanizma tariflemistir; hareketli
cismin kafaya garpmasi (collision); kafaya direkt darbe olmaksizin alinan darbenin

etkisiyle kafanin ani hareketi ve statik veya kismen statik bir yikle kafanin ezilmesi.

Beyin hasarina neden olan ilk travmanin ardindan saniyeler ve dakikalar
icinde noronlar, glia, aksonlar ve damarlar zedelenir. Primer travmay takiben etkisi
saatler, gunler hatta aylar siren hucre i¢i ve hucre digi karmasik biyokimyasal ve
fizyolojik olaylari iceren ve travma sonrasi nérolojik fonksiyon kayiplarina énemli
6lglide neden olan gecikmis faz baslar (50). Bu faz sirasinda pek ¢ok hasta ilk hasarin
ustline gelen hipoksi, hipotansiyon, beyin 6demi ve artmis kafa igi basincinin etkileri
sonucu ortaya ¢ikan ve travma sonrasi nérolojik fonksiyon kayiplarina énemli dlgliide

neden olan sekonder hasarla kargi kargiya gelir.

TBH iligkili beyin hasari primer ve sekonder hasar olmak uzere ikiye ayrilir.
Sekonder beyin hasarinin saptanmasi, énlenmesi ve tedavisi agir TBH’li hastalarin

takibindeki temel prensiptir.

2.41. Primer (Birincil) Hasar

Primer hasar travma esnasinda olusur. TBH’ye sebep olan bu eksternal
kuvvetler; dogrudan etki, ani ve hizli akselerasyon ve deselerasyon, penetran ve
patlama sirasinda blast etkisi ile olugabilir. Bu kuvvetlerin dogasi, ciddiyeti, yonu ve
suresi hasarin paternini ve buyuklaguna belirler. Makroskopik dizeyde beyaz cevheri
olusturan yollarda yirtilma, fokal kontlizyonlar, intraserebral veya ekstraserebral
hematomlar ve diffiiz beyin éddemi izlenir. iskemik beyin hasari ise siklikla primer

hasarin tGzerine eklenir. Yaygin olabilecegdi gibi perilezyonel de olabilir (31, 51).
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Diffiz aksonal hasar; beyaz cevherde ¢ok sayida kigik lezyon seklinde
gorulur. Agir diffiz aksonal hasar durumunda hastalar tipik olarak kafa i¢i basinci
artmaksizin koma durumunda olur ve gogunlukla prognoz kétu seyreder. Bu durumda
hemisferlerdeki gri cevher sinirini da etkiler ve daha ciddi durumlarda korpus
kallosum ve/veya orta beyin de etkilenir. Fokal serebral kontlzyonlar en sik
karsilasilan lezyonlardir. Kontuzyonlar, oOzellikle akselerasyon ve deselerasyon
mekanizmasiyla olugsan kafa kaidesi kiriklarinin dogrudan etkisine maruz kalan
frontobazal ve temporal bélgelerde sik gorilir. Serebral kontlizyon alanlarinin
birlesmesi veya intraparankimal damarlarin yirtilmasina bagh intraparankimal
hematomlar olusabilir. Agir kafa travmalarinda %25-30, orta siddette kafa

travmalarinda ise %5-10 oraninda goéruldr.

Ekstraaksiyal hematomlar ise genellikle ylzeyel serebral katmanlar
ilgilendirir; epidural, subdural ve subaraknoid kanama. Erigkinlerde tipik olarak orta
meningeal arter yirtiimasina bagli olusan epidural hematom (EDH) hemen her zaman
kafatasi kingiyla iliskilidir. Cogunlukla lentikuler (bikonveks) sekilli olup altindaki beyin
parenkiminde hasar bulunmaz. Bu nedenle hastalar daha iyi prognozludur. Subdural
hematomlar (SDH), serebral kortikal ylizeylerden gec¢en dural vendz sinUslere agilan
képru venlerin yirtlmasi sonucu ortaya c¢ikar. Bu kanamalar yarim ay sekilli olup
genellikle alttaki beyin parenkimi hasariyla birliktedir. Subaraknoid kanama (SAK),
kiguk pial damarlarin yirtlmasi sonucu olusur ve siklikla sylvian fissur ile bazal
sisternlerde gorulur. Ventrikldl ici kanama veya yuzeyel intraserebral kanama da
ayrica subaraknoid araliga uzanabilir. Ventrikul ici kanama ise subependimal venlerin
yirtiimasi veya komsu intraparenkimal veya subaraknoidal kanamanin uzanmasi

nedeniyle ortaya ¢iktigi dusunulmektedir (31, 35).

Agir TBH’li hastalarin yaklasik Ugte birinde kanamanin blylimesine neden
olan, morbidite ve mortalite riskini artiran koagulopati geligir (28). Bu durum hastanin
kullanmakta oldugu antikoagulan veya antiagregan ilaglardan kaynaklanabilecegi gibi
doku faktérli ve fosfolipidlerin sistemik dolasima katimasiyla olusan uygunsuz

pthtilagsma ve tuketim koagulopatisi nedeniyle de ortaya gikabilir.
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Sekil 2.1. Primer travmatik beyin hasari. Beyin BT’'de yarim ay sekilli akut subdural
hematom ve belirgin kitle etkisi nedeniyle orta hat yapilarini sola ittigi (shift)
gorulmektedir (A). Beyin BT de bikonkav, lentikiler epidural hematom (B), frontobazal

ve temporal bodlgelerde serebral kontlizyonlar (C) ve diffiz aksonal hasar (D).
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2.4.2. Sekonder (ikincil) Hasar

Sekonder hasar, travmayi takip eden saatler, ginler hatta aylar boyunca
suren; serebral iskemi ve intrakranial hipertansiyon ile sonuglanabilen hicresel
hasarla ilgilidir. Bu dénemde verilen medikal tedavi olduk¢a énemlidir (52). Sekonder

hasarda rol oynayan mekanizmalar;

e Glutamat, serbest radikal iligkili hicre membran hasarina yol acgan

norotransmitter aracili eksitotoksisite
e Kalsiyum aracili hasar
¢ Mitokondriyal disfonksiyon
e nflamatuar yanit
e Apoptoz
e Vazospazm, fokal mikrovaskuler tikaniklik, damar yaralanmasi nedenli

sekonder iskemi

Glutamat ve diger eksitator nérotransmitterlerin iyon kanallarinda kacgaga
sebep olmalari 6zellikle astrositlerde ve sonug¢ olarak tim beyinde sismeye ve
intrakranial basing artisina neden olur. Serbest radikal ve kalsiyum aracili hasar,
nekrotik hicre 6lumundn en dnemli sebebidir. Kaspaz gibi proapoptotik molekullerin
indikledigi apoptotik hiicre kaybi ve otofaji de hiicre 8limunun diger sebepleridir.
inflamatuar yanit, ézellikle kontlizyon ve kanamalarin gevresinde gorilir. TBH'den
saatler sonra mikroglia, astrosit ve polimorfonikleer |0kositlerden sitokin salinimi
gorulmesine ragmen maksimum yanit birka¢ gln sonra olusur ve kan-beyin
bariyerinde bozulmayla, hicre 6lumuyle ve apoptozun tetiklenmesiyle sonugclanir.
Ayni zamanda hasarin sinirlandiriilmasi, hasar sonrasi debrisin temizlenmesi ve
rejenerasyonun baslatiimasi icin de inflamatuar yanit gereklidir. Mitokondriyal
disfonksiyon, ATP Uretiminin azalmasina ve sonug¢ olarak apoptosis, nekroz ve

aksonal hasara neden olur (31).

Butun bu mekanizmalarin yol agtiyi néronal hicre 6lumu, serebral 6dem ve
artmis kafa ici basinci beyin hasarini artirabilir. TBH sonrasi 6ncelikle dogrudan doku
hasari, beyin kan akiminda ve metabolizmasinda bozulma gérilir. iskemiyi andiran
bu tablo sonucunda anaerobik glikolizin devreye girmesiyle birlikte dokuda laktat
birikir, hticre zari gegirgenligi bozulur ve 6dem meydana gelir. Anaerobik metabolizma

neticesinde mevcut ATP depolari tiketilir ve enerji bagimli iyon pompalari galisamaz.
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Patofizyolojik kaskadin ikinci agsamasi ise eksitatuar nérotransmitterlerde (6r.
glutamat, aspartat) asiri salinim, N-metil D-aspartat (NMDA), a-amino-hidroksi-5-
metil-4- izoksazolpropionat (AMPA) reseptdrlerinin ve voltaj bagimli kalsiyum ve
sodyum kanallarinin aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikan terminal membran
depolarizasyonu ile karakterizedir. Artan hicre ici kalsiyum ve sodyum akigiyla birlikte
hiicre ici katabolik sireg tetiklenir. Kalsiyum, lipid peroksidaz, proteaz ve fosfolipazlari
aktive eder ve serbest yag asitleri ile hucre ici serbest oksijen radikali artisi gorular.
Buna ek olarak kaspazlarin (interlékin 1 beta doénustirtci enzim-ICE benzeri
proteinler), translokazlarin ve endonukleazlarin aktivasyonu hiicre membraninda ve
nukleozomal DNA’larda DNA fragmantasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinda
bozulmalar gibi ilerleyici yapisal degisikliklere neden olur. TiUm bunlarin neticesinde
damar ve hiicre yapilarinda bozulmayla birlikte nekroz veya apoptoz ortaya ¢ikar (52,
53).

2.5. Travmatik Beyin Hasarinda Spesifik Mekanizmalar

2.5.1. Travmada Serebral Kan Akimi

Daha 6nce yapilan ¢alismalar TBH’'dan sonra herhangi bir zamanda olusan
sistemik hipotansiyon ile kotu prognoz arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir.
Hipotansiyon ataklarinin sayisi ve suresi mortalite ile yakindan iligkilidir. TBH sonrasi
erken ve ge¢c donemde serebral kan akimi degerlendirmeleri yapilmis ve birgok
calismada fokal veya global serebral iskeminin meydana geldigi gosterilmigtir (54).
Serebral iskemi varligi, toplam iskemik alan beyin hacminin %10’undan az bile olsa,

olim veya vejetatif durum gibi kétl nérolojik sonuglarla iligkilidir (55).

TBH ve iskemik inme patofizyolojisi benzerlikler gosterse de ikisi arasinda
major farkliliklar bulunmaktadir. TBH’li hastalarda geri dénisimsiz doku hasarina
neden olan serebral kan akimi (SKA) esigi 15 ml/100g/dk iken iskemik inmede 5-8,5
ml/100g/dk’dir. Serebral iskemi daha ¢ok metabolik stres ve iyonik degisikliklere
neden olurken kafa travmasi ek olarak beyin dokusunda noéronlar, astrositler,
mikroglialar ve serebral mikrovaskuler ve endotelyal dizeylerde hasarlanmaya neden
olur (56). Travmanin erken déneminde hastalarda serebral hiperperizyon (SKA >55
mI/100g/dk) gorulebilmektedir. Benzer sekilde hiperemi posttravmatik iskemiyi takip
edebilir. SKA artisinin metabolik ihtiyaci karsilayamamasi, serebral kan hacminde

artisa ve sonug olarak kafa igi basing artisina neden olur (57).
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Serebral kan akimi, travmatik beyin hasarini takip eden gunlerde belirgin
degisiklik gosterir. TBH’ye yanit hastadan hastaya farklilik gdésterebilir fakat temel

olarak tanimlanmig 3 farkli hemodinamik dénem bulunmaktadir (58).
2.51.1. Hipoperfiizyon fazi (Faz 1, ilk giin)

TBH'yi takip eden ilk 24 saat serebral hipoperflizyon ile karakterizedir. Her ne
kadar SKA azalsa da transkraniyal doppler ile bakilan orta serebral arter kan akimi
hizi, arteriovendz oksijen farki (AVFO,), oksijen icerigi ve arterial-jugular fark
normaldir. Bu nedenle jugular venéz bulbus oksijen saturasyonu da (SjO;) normaldir.
Hipoperfuzyon fazi esnasinda oksijenin serebral metabolik hizi (SMHO;), normalin
yaklasik %50'sidir. Azalan kan akimindan patolojik mikrosirkilatuar direncin sorumlu
oldugu dusindlmektedir. AVFO,'nin normal olmasi, bu fazda serebral kan akimi ile

serebral metabolizma hizinin dengede oldugunu géstermektedir (59).
2.51.2. Hiperperfiizyon fazi (Faz 2, 1-3 giin arasi)

ilk gliniin ardindan serebral kan akimi artar. Bu durum AVFOy‘de diisis ile
birliktedir ve juguler bulbus oksijen saturasyonunda artma goértlir. Bu fazda rélatif kan
akimi gereksinime bagli olarak hiperemi vardir. Orta serebral arter kan akim hizi artar.
Hiperemiyle ilgili patofizyolojik mekanizma bilinmemektedir. Artan serebral glikoz
metabolizmasi ve laktat, adenozin, ndropeptid gibi vazodilator metabolitlerin artisina
bagli serebral mikrovaskiler direngte disme meydana gelir. Hipereminin kendisi

belirgin intrakranial basing artisina sebep olur.
2.5.1.3. Vazospazm fazi (Faz 3, 4-15 giin arasi)

Posttravmatik serebral vazospazm hastanin prognozunu belirleyen bir
sekonder hasarlanmadir (57). TBH’li hastalarin Ggte birinden fazlasinda gérilir ve
agir beyin hasarinin gdstergesidir. Hipoperfiizyon siresi ve etkilenen doku miktari ile
birlikte dederlendirildiginde posttravmatik vazospazm, anevrizmal subaraknoid
kanama sonrasi gorilen vazospazmdan farklidir. Vazospazma neden olan
mekanizmalar arasinda azalmis potasyum kanal aktivitesine bagli kronik vaskuler diz
kas depolarizasyonu (60), nitrik oksitte azalmaya bagl azalmig endotelin salgisi (61),
vaskller duz kasta siklik GMP azalmasi (62), prostaglandinle indiklenen

vazokonstriksiyon (63) ve serbest radikal olusumu (64, 65) yer alir.
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Orta serebral arterde kan akim hizi daha da artar. Vazospazm fazinda AVFO,
disik seyreder ve bu nedenle SjO, yuksek bulunur. Bu durum, muhtemelen ya
SMHO2'nin kalici olarak disik seyretmesine ya da hilicre 6limine baghdir.

Vazospazm ise serebral iskeminin kétulesmesine neden olur.

Serebral metabolizma (serebral oksijen ve glukoz tiketimi) ve serebral enerji
(doku fosfokreatinin ve ATP konsantrasyonlari veya indirekt olarak laktat/pirivat

orani) siklikla TBH sonrasinda azalir (66).

2.5.2. Serebral Kan Akiminin Diizenlenmesi - Serebrovaskiiler

Otoregiilasyon ve CO; Reaktivitesi

Serebrovaskuler otoregulasyon ve vaskuler reaktivite (CO,-reaktivitesi) yeterli
SKA'’yiI saglamada dnemli mekanizmalardir. Serebral perfizyon basinci (SPB) ve
kafa igi basing (KiB) ayarlanmasinda da temel olan bu mekanizmalarin bozulmasi

durumunda sekonder beyin hasari riski artmaktadir (52).

Serebral perfizyon basincinin 50-150 mmHg arasinda seyretmesi halinde
SKA’nin sabit kalmasi olarak bilinen serebrovaskuler otoregulasyon (SPB artis veya
azalmasina cevaben serebrovaskiler yapilarda kasilma veya gevseme), TBH
sonrasinda bozulur veya ortadan kalkar (52, 67, 68). Bu bozulma travmadan hemen
sonra veya zaman igerisinde gelisebilir. Hasarin siddetinden bagimsiz olarak kalici
veya gegici olabilir ve primer hasarin ciddiyetiyle iligkilidir. Prognoz, metabolik hizi
disen hastalarda metabolik disfonksiyonu hafif olan ve olmayanlara gdre daha

kotuddr.

CO; reaktivitesi ise hipo-hiperkapniye verilen serebrovaskdiler yanittir ve daha
guvenilirdir. Agir beyin hasari ve kotu prognozlu hastalarda CO; reaktivitesi travmanin

erken déneminde bozulmaktadir (52, 68).
2.5.3. Serebral Oksijenizasyon

TBH, serebral oksijen destedi ve serebral oksijen tlketimi arasinda
dengesizlik olmasiyla karakterizedir. Travmatik beyin yaralanmasi sonrasi serebral
perfizyonun ve sonug¢ olarak oksijenasyonun bozulmasi beyin hipoksisi ile
sonuglanir. TBH’li hastalarda beyin dokusu oksijen basinci (PtO.) kritik esik deger 10-

15 mmHg olup daha altindaki degerlerde ndral dokuda iskemik hasar olugur (69).
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Sonugta doku hipoksisi suresinin ve etkiledigi doku miktarinin fazla olmasi
hastalarin ndrolojik sonuglarini olumsuz etkilemektedir. Dolayisiyla beynin optimal

oksijenizasyonunun devami kritik 6nem tagimaktadir.
2.5.4. Eksitotoksisite ve Oksidatif Stres

TBH’de primer ve sekonder olarak masif eksitatuvar nérotransmitter 6zellikle
de glutamat artisi goérilmektedir (52, 70). Ekstraseliller ortamda bulunan fazla
glutamat noron ve astrositleri etkiler ve iyonotropik ve metabotropik glutamat
reseptorlerinin agirt uyarimi ile intraseltler ortama kalsiyum, sodyum ve potasyum
akimi saglanir (71). Bu olaylar kan beyin bariyerinin yikilmasi gibi katabolik stregleri
tetikler. Huicreler iyonik gradiyent degisimlerini kompanse etmek igin Na'/K* ATPaz
aktivitesi ve dolayisiyla metabolik ihtiya¢c artar. Bu ise kan akimi-metabolizma

dengesinin bozulmasiyla sonuclanan kisir bir déngl yaratir (52).

Oksidatif stres TBH’ye cevaben reaktif oksijen Urtnlerinin (serbest oksijen
radikalleri ve superoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit, peroksinitrit gibi iligkili
molekiiller) olusumuyla iliskilidir. Eksitotoksisiteye bagli olarak reaktif oksijen
drtnlerinin asin Uretimi ve endojen antioksidan sistemin (superoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, katalaz) tiukenmesi hicresel ve vaskuler yapilarin
peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA’nin parcalanmasina ve mitokondrial
elektron transport zincirinin inhibisyonuna neden olur. Bu mekanizmalar erken hicre
olimine katkida bulunmasinin yani sira inflamatuar sirecler ve erken veya ge¢

apoptoz da oksidatif stresle indiklenir (52, 72, 73).
2.5.5. Odem

TBH sonrasi 6dem gelisimi sik karsilasgilan bir durumdur. Ginimuzdeki beyin
6demi siniflandirmasi yapisal hasar veya hasarla indiklenen su ve ozmotik
dengesizlikle iligkilidir. Vazojenik beyin 6demi, beyin damarlarinin endotelyal hicre
tabakasinin mekanik, otoimmun veya fonksiyonel olarak yikimi veya bozulmasiyla
karakterizedir. Serebral vaskiler endotelyal duvarin butinliginin bozulmasi
intravaskller kompartmandan ekstraselller (interstisiyel) kompartmana kontrolsiiz
iyon ve protein transferine neden olur ve su birikimi ile sonuglanir. Anatomik olarak
bu patoloji ekstraselller mesafenin hacmini artirir (64, 74). Sitotoksik beyin 6demi ise
ndronlarin, astrositlerin ve mikroglialarin vaskuiler endotelyal duvarin batinliginden

bagimsiz olarak intraseltler kompartmanlarinda su birikimi ile karakterizedir. Bu
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patoloji ise iyonlara artmis hicre membran gegirgenligi, enerji azligina bagh iyonik
pompalarin yetmezligi ve ozmotik aktif solitlerin hicreye geri aimina bagh olarak
meydana gelir (74-76). TBH sonrasi hastalarda sitotoksik 6dem vazojenik 6deme
gore daha sik gorilmekle birlikte her iki durum da artmis kafa i¢i basinci ve sekonder

iskemik olaylarla yakindan iligkilidir (52, 77).
2.5.6. inflamasyon

TBH, iskemi-reperflizyon hasarina benzer sekilde karmasik bir
immunolojik/inflamatuar doku yanitina neden olur. Hem primer hem de sekonder
hasar proinflamatuar sitokinler, prostaglandinler, serbest radikaller ve komplemanlar
gibi cgesitli hiicresel mediyatorlerin salinimini aktive eder. Bu suregler kemokin ve
adhezyon molekullerini indukler ve immun ve glial hiicrelerin birlikte hareketine neden
olur (78). Ornegin, aktive olmus polimorfonikleer I6kositler hem defektif hem de intakt
endotelyal hicre tabakalarina tutunur. Bu hicreler doku hasari sirasinda makrofaj ve
T lenfositlerle birlikte dokuya infiltre olur (79). Lokositlerin dokuya infiltrasyonu P-
selektin, intraselller hiicre adhezyon molekuli (ICAM-1) ve vaskdler hiicre adhezyon
molekuli (VCAM) gibi hucresel adhezyon molekdlleri araciligiyla gergeklesir. Bu
inflamatuar stirece cevaben hasarli doku ve komsulugundaki yapilar elimine edilir ve
saatler, glnler hatta haftalar icerisinde astrositler tarafindan mikrofilamanlar ve
norotrofik faktorler sentezlenerek skar dokusu olusturur (80). Tumér nekroze edici
faktor (TNF), interldkin-1-beta ve interlkin-6 gibi proinflamatuar sitokinler hasardan
saatler sonra artar. Doku hasarinin devam etmesiyle birlikte n6rotoksik mediatorler
salinir veya indirekt olarak nitrik oksit ve sitokinler artar. Vazokonstriktorlerin
(prostaglandinler ve |6kotrienler) artisina ek olarak I6kosit ve plateletlerin
adhezyonuyla mikrovaskuler agin tikanmasi, kan beyin bariyerinin bozulmasi ve

6dem olusumu doku perfiizyonunu kétilestirir ve sekonder beyin hasari yerlesir (52).
2.5.7. Nekroz ve Apoptoz

TBH sonrasinda iki farkli hicre o6lumua goérulir: nekroz ve apoptoz
(programlanmis hlcre 6lumu). Nekroz, agir mekanik veya iskemik/hipoksik doku
hasari ile asiri artmis eksitator nérotransmitterler ve metabolik yetmezlik durumuna
cevaben meydana gelir. Sonrasinda fosfolipazlar, proteazlar ve lipid peroksidazlar
biyolojik zarlari otolize ugratir. Ortaya ¢ikan hicre kalintilar antijen olarak taninir,
inflamatuar sireclerle ortadan kaldirilir ve geriye skar dokusu kalir. Ancak apoptoza

giden ndronlar, travma sonrasinda morfolojik olarak intakt olup fizyolojik membran
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potansiyeli olusturabilecek yeterli ATP Uretimine sahiptirler. Apoptoz primer hasardan
saatler veya gunler sonra belirginlesir. Fosfatidilserin translokasyonu ilerleyici
membran ayrigsmasiyla birlikte nukleer zarlarda lizisi, kromatin kondensasyonunu ve
DNA parcalanmasini baglatir. Hucre iginde olusan apoptotik cisimcikler sisen
hicrelerden ekzositoz ile uzaklastirilir. Kaspazlarin ardisik aktivasyon ve

deaktivasyonu programlanmis hicre 6liminin en énemli mediatérleridir (81, 82).
2.6. Noroinflamasyon

Noéroinflamasyon, santral sinir sisteminde (SSS), cesitli patojenlere veya
hidcre hasari sonucu ortaya ¢ikan konak kaynakli sinyal molekullere karsi olusan
dogal immiin yanittir. inflamatuar yanit, bu patojenlerin elimine edilmesi, hasarli
hiicrelerin temizlenmesi ve doku tamiri igin 6nemli olsa da kontrolstiz néroinflamasyon
daha fazla doku hasarina ve noéral disfonksiyona neden olabilir. Sonucta

noroinflamasyon ndrolojik fonksiyon kayiplarinin énemli bir sebebidir (7).
2.6.1. inflamazom Tanimi, Yapisi ve islevi

inflamazomlar ilk kez 2002 yilinda Martinon ve ark. tarafindan tanimlanmis
yuksek molekiler agriiga sahip protein komplekslerdir (83). Nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-benzeri, I6sinden zengin tekrarlar (LRR) igeren
reseptorler (NLR’ler), cesitli patojenlerle iliskili pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) ve hicre hasari sonucu Uretilen damage-associated molecular
patterns (DAMPs) cevap veren bir grup sensér veya reseptérdir. inflamazom
olusturan NLR’ler Ustliinde en c¢ok calisilan gruptur ve NLRP1, NLRP3, NLRC4,
NLRC5, NLRP6, NLRP7, NLRP12 ve NLR olmayan inflamazom reseptéri olarak
bilinen AIM2'yi igerir. Bu sitozolik sensér molekiil, bir adaptér protein olan apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase activating recruitment domain
[CARD] (ASC) ve efektér molekiill bir sistein proteaz olan prokaspaz-1 ile inflamazom
adi verilen multiprotein kompleksi olusturur (83, 84). NLRP, C-terminal leucine-rich
repeat (LRR) domain, santral yerlesimli nucleotide-binding oligomerization domain
(NOD or NACHT) ve N-terminal pyrin-only domain (PYD)'den olusur. LRR pargasi,
PAMPs ve diger ligandlari tanir, NLRP’nin inaktif halde kalmasini saglar ve protein-
protein etkilesimlerine aracilik eder. NACHT pargasi, ATPaz aktivitesi ile proteinin
kendi kendine oligomerize olmasini, PYD ise NLRP ile ASC adaptér proteini arasinda

protein-protein homotipik etkilesimi saglar (7).
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ASC, N-terminal PYD ve C-terminal caspase activation and recruitment
domain (CARD)'den olusur. ASC ve NLRP’nin PYD parcgalarinin homotipik etkilesimi
ile dimerik yapidaki ASC, buyik benek benzeri bir yapiya doénusir. ASC, CARD

parcasi araciligiyla prokaspaz-1 ile etkilesim saglar (84).

inflamazomlarin aktive olmasi prokaspaz-1’in proteolitik etkisi olan aktif formu
kaspaz-1'e parcalanmasina neden olur. Aktif kaspaz-1 ise immatir formlar olan
prointerlékin-1p (IL-1B) ve 18 (IL-18)’in matlr formlarinin olusumunu saglar. IL-1p ve
IL-18’in ise makrofaj, mikroglia ve astrosit gibi néroinflamatuar hicre proliferasyonuna
neden oldugu bilinmektedir (8).
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Sekil 2.2. inflamazomun (NLRP3) yapisi ve iglevi (7)
2.6.2. inflamazomlarin Aktivasyonu ve Regiilasyonu

En iyi bilinen inflamazom olan NLRP3, SSS’nde mikroglia ve astrositlerde
bulunur. Yapilan invitro ¢alismalarda, dinlenme halindeki hicrelerde bulunan NLRP3
bazal dizeyinin inflamazom aktivasyonu icin yeterli olmadigi gdsterilmistir.
inflamazom aktivasyonu igin kabul edilen iki kontrol noktasi bulunan bir sinyal yolagd!
bulunmaktadir. Basglatici sinyal, NF-kB sinyal yoladinin aktivasyonu ve nukleer
translokasyonu ile transkripsiyonel olarak NLRP3 ve pro IL-13 ekspresyonunda
artistir. Ardindan PAMPs, agrege olmus ve yanlis katlanmis proteinler, ATP ve
kristallin gibi endojen ve ekzojen NLRP3 aktive edici ajanlar inflamazom kompleks

olusumunu desteklemektedir.
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inflamazomlar direkt stimulanlara cevap olarak aktive olmaktan ziyade
hlcresel homeostazda bozulmaya daha hassastir. Arastirmacilar degisik teoriler 6ne
strerek bu durumu agiklamaktadir: 1) intraselliler K" konsantrasyonun disiik olmasi
NLRP3 aktivasyonunda majoér role sahiptir; 2) endolizozomal destabilizasyon
nedeniyle katepsinlerin sitozole salinimi inflamazom aktivasyonuyla sonuglanabilir; 3)
mitokondrial hasar sonucu salinan serbest oksijen radikalleri, mitokondrial DNA ve
kardiolipin inflamazomlari aktive eder; 4) Ca*? bagimli sinyal yolaklari inflamazom
aktivasyonunu tetikleyebilir. Bunun yani sira otofaji, microRNA’lar, CARD-only ve

pyrin-only proteinleri ise inflamazomlarin negatif endojen regulatorleridir (7).

2.6.3. inflamazom Aktivasyonunun Néroinflamasyon Uzerine
Etkileri

NLRP3/kaspaz-1/IL-1 aksi, SSS’nde bulunan dogal bagisiklik sisteminde
kritik Gneme sahip bir sinyal yolagidir. SSS enfeksiyonu, travmatik beyin hasari ve
nérodejeneratif hastaliklarda hastalarin beyin-omurilik sivisinda, beyin dokusunda ve
plazmalarinda ylksek diuzeyde IL-1B ve IL-18 saptanmistir. IL-13 ve IL-18'in
mikroglia, astrosit, néron ve endotelyal hicrelerde bulunan reseptoérlerine baglanmasi

¢ok sayida inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyonu ile sonuglanir.

IL-1B, SSS’de inflamatuar reaksiyonlarin baglamasinda ve devam etmesinde
major role sahiptir. Kan beyin bariyerindeki devamhligi modile ederek periferik
dolagsimdaki bagisiklik sistemi hicrelerinin SSS’ye infiltrasyonunu saglar. Ayni
zamanda mikroglia, astrosit ve infiltre olmus T hicrelerini aktive eder ve IL-6 ve TNF-

o gibi diger proinflamatuar ve nérotoksik mediatérlerin salinimini artirir.

IL-18 ise esas olarak yardimci T hicre aracih immuan yaniti stimule eder.
Mikroglialardaki sinyal yolaklarini aktive ederek kaspaz-1 ekspresyonunu ve matriks
metalloproteinaz ve proinflamatuar sitokin tretimini artirir. Ek olarak glial hiicrelerde

Fas ligand ekspresyonunu artirarak Fas aracili néronal hicre dlimunu siddetlendirir.

Pyroptosis, hiicre 6liminin oldukga inflamatuar ve programlanmig formudur.
Sadece kaspaz-1 tarafindan aktive edilmesiyle nekroz ve apoptozdan ayrilir. Hem
glial hucrelerde hem de noéronlarda tanimlanmistir. Pyroptosis plazma membraninda
hizli rGptiure ve TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin agiri

salinimi sonucu inflamatuar mediatérlerin indikledigi hiicre élimiine neden olur.
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Sekil 2.3. inflamazom aktivasyonunun néroinflamasyon lizerine etkileri (7)

2.6.4. Nérolojik Hastaliklarda inflamazomlar
2.6.41. Alzheimer Hastalig

Alzheimer hastaligi, 6zellikle 65 yas uUstl populasyonda demansin en sik
nedeni olup geri dénlsumesitiz, ilerleyici, nérodejeneratif bir hastaliktir. Amiloid  (AB)
plaklarinin ekstraselller matrikste, hiperfosforile Tau proteinlerinin ve norofibriler
yumaklarin ise intraseliler alanda birikimi ile karakterizedir (85). Ap
konsantrasyonunun esik dizeyin Uzerine ¢ikmasi, AB oligomerlerinin olusumu ve
depolanmasi ile senil plak olusumuna neden olur. Bu agsamada akimile olmus AB’nin
oligomerik veya fibriler formlari DAMP gibi algilanir ve mikroglialari aktive eder. Dogal
immin yanit ise bu oligomerik veya fibriler yapidaki Ap'nin NLR’ler tarafindan

taninmasi ve aktive olmasiyla uyarilir.

ilk kez 2008 yilinda Halle ve ark. tarafindan tanimlanan fibriler Ap ile NLRP3
aktivasyonu ile IL-1p matlirasyonu, salinimi ve néroinflamasyon tetiklenir. Hayvan
modellerinde ve hucre kiltirlerinde inflamazom aktivasyonunun inhibisyonu ile néron
olimunun engellendigi ve bdylece kognitif disfonksiyondan korundugu goésterilmistir
(86, 87).
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Halle ve ark., NLRP3 inflamazom aktivasyonunda ilk basamagin A
fagositozu oldugunu savunmusglardir. Bu aktivasyon kemik iligi kaynakli makrofaj ve
mikroglialarin interferon-y veya lipopoliskkaridler tarafindan uyariimasiyla basglar.
Sitokalazin D tarafindan fagositozun inhibe edilmesi A fibrillerince inflamazom
aktivasyonunu engeller. Fagositozu takiben A fibrilleri lizozomlara yerlesir ve
lizozomlardan proteolitik bir enzim olan katepsin B’nin sitozole salinimini ve

inflamazom aktivasyonunu uyarir (88).
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Sekil 2.4. NLRP3’ln Ap tarafindan aktive edilmesi (88). Hem ¢6ziinmus haldeki hem
de fibriler formdaki Af inflamazom aktivasyonunu saglamaktadir. Fibriler A mikroglia
aktivasyonuna neden olur, bdylece NF-kB uzerinden NLRP3 ve pro IL-1B
transkripsiyonu saglanir (Signal 1). Diger yol ise hlcre icinde agrege olmus Af’nin
veya fagosite edilmis fibriler Ap’larin lizozomal riptiri ile inflamazom aktivasyonudur
(Signal 2). Sonugcta kaspaz-1, pro IL-1p’y1 aktif formu olan ve ekstraseliler matrikse

salinan IL-1B’ya parcalar.

Sonug¢ olarak inflamazomlar, NLRP3 aktivasyonunun Alzheimer hastaliginin
patogenezinde ve progresyonunda 6nemli role sahip oldugunun gdsterilmesiyle yeni

tedavi segenegi haline gelmektedir.
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2.6.4.2. Multiple Skleroz (MS)

Multiple skleroz, dunya genelinde yaklasik 1.5 milyon kisiyi etkileyen
baglangi¢, progresyon ve patolojisi nedeniyle heterojen 06zellikler gdsteren
noroinflamatuar, demyelinizan bir hastaliktir. Relapsing-remitting ve progresif (primer

veya sekonder) olmak Uzere 2 temel formu vardir.

Onceki caligmalarda MS patolofizyolojisinde T hiicre temel alinirken
gunumuizde artik ek olarak kan beyin bariyerinde bozulma, demyelinizasyon,
oligodendroglia ve noéronlarda defekt oldugu da bilinmektedir. Etiyolojisi belirsiz
olmasina ragmen klinik calismalar kaspaz-1, IL-13 ve IL-18 ekspresyonunda artisin
hastaligin ciddiyeti ve progresyonu ile iligkili olabilecegini gostermistir. IL-1p, CD4™ T
hiucrelerinin Th17’ye differansiye olmasini saglarken, IL-18, IFNy salinimini indukler
ve IL-12 ile sinerjistik etki gosterip CD4" T hicrelerinin Th1’e diferansiye olmasini

saglar (9).

inflamazomlarin direkt roll ise hala belirsizligini korumakla birlikte deneysel
otoimmin ensefalomyelit (EAE) modelinde inflamazomlarin demyelinizan
hastaliklardaki etkileri agiklanmaya caligilmaktadir. Ornegin MS tedavisinde ilk sirada
kullanilan ilaclardan biri olan IFNB’nin etkisini NLRP1 ve 3 inflamazomlarini ve sonug

olarak IL-1p Uretimini inhibe ederek gdsterdigi digtnulmektedir (9, 89-91).
2.6.4.3. Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)

Toksik etkiye sahip, yanlis katlanmis protein agregatlarinin olusumuna sebep
olan superoksit dismutaz 1 (SOD1) mutasyonu, ALS patogenezinde 6nemli role
sahiptir (92, 93). ALS’li hastalarda néron icinde biriken agregatlarin major birleseni
olan Transactive response DNA-binding protein-43 (TDP-43) (94), mikroglialardaki
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyerek motor néronda hasara neden olan
proinflamatuar sitokin salinimina yol agar (95). Hem insanda ALS dokusunda hem de
rodentlerde NLRP3, ASC, aktif kaspaz-1, IL-1B ve IL-18 duzeyleri yuksek
saptanmistir (96, 97).
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2.6.4.4. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar

Rodent ve insanlarda yapilan galismalarda, pnomokokal menenjitte NLRP3
inflamazom kompleksinin dnemli rol oynadigi gosterilmistir (98, 99). Pnémokoklarda
por olusturan bir sitolizin olan pnémolizin, kaspaz-1 bagimlh pyroptotik htcre dlumunu
ve IL-1p3 mattrasyonunu indukler (100). NLRP3 inflamazomunun asiri aktive olmasi,
inflamatuar yaniti ve sonugta beyin hasarini artirir (98). Benzer sekilde S. aureus da
mikroglialarda ATP ve katepsin B bagiml yolaklarla NLRP3 aktivasyonunu saglar
(101). Yine menenijit ve septiseminin bir diger etkeni olan Listeria monocytogenes,
NLRP3 i¢in dnemli bir sensérdir (102).

2.6.4.5. Serebral iskemi

Serebral iskemik hasar patogenezinde dogal immun yanit kritik rol oynar. Akut
iskemiyi takiben gerceklesen noéron kaybina aktive olmus mikroglialardan salinan
proinflamatuar sitokinler neden olur (103). Deneysel iskemik inme modellerinde
NLRP3 artigiyla birlikte yuksek IL-1B ve IL-18 duzeyleri ve ndronal ve glial hicre
olimu gorulmektedir (104). Yapilan g¢alismalarda NLRP3 aktivasyonuna ydénelik
yapilan mudahalelerde, enfarkt hacminde ve nérovaskiler hasarda azalma

gOsterilmistir (105).
2.6.4.6. Hemorajik inme

ISH patofizyolojisi, sistemik immin hiicrelerin infiltrasyonu, mikroglia
aktivasyonu ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokin Uretimi ile karakterizedir (106). ISH
olusturulmus fare modelinde NLRP3 ekspresyonunda artis ve NLRP3’ln inhibisyonu
ile néroinflamasyonda zayiflama ve ndérolojik fonksiyonlarda iyilesme gdsterilmistir
(107).

SAK, tim inmeler icinde en ylksek mortaliteye sahip serebrovaskiler
hastaliktir. SAK gelisiminde néroinflamasyonun izlendigi erken beyin hasari anahtar
rol oynamaktadir (108). Sigan SAK modellerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonu

gOsterilmistir (109).
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2.7. Travmatik Beyin Hasarinda inflamasyon ve Néroproteksiyon

Travma sonrasi néroinflamasyon, glial hiicre aktivasyonu, I6kositlerin hasarli

bélgeye infiltrasyonu ve inflamatuar mediatdrlerin salinimi ile karakterizedir (110).

Santral sinir sistemi, normal sartlar altinda kan beyin bariyeri tarafindan
bagisiklik sistemine ait komponentlerin girisini sinirlandiran ve bdylece periferik
bagisiklik sisteminden ayrilan, immunolojik olarak korunakl bir organdir. Ancak
inflamatuar sirecte dogal bagisiklik sistemine ait hicrelerin aktivasyonu ve
kazaniimis bagisiklik sisteminin cevabi ile bu durum bozulmaktadir. TBH sonrasi
inflamasyon ekstravaze olmus kan drinleri, doku debrisleri, intraselller igerik,
kompleman fragmanlari, reaktif oksijen ve azot radikalleri gibi pek cok faktor
tarafindan tetiklenir. Kan beyin bariyerinin bozulmasi ise periferik dolasimdan nétrofil,
monosit ve lenfositlerin SSS’ye invazyonu ve mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu

ile sonuglanir (111).

Lokositler ¢ok sayida inflamatuar mediatér tasimalari ve salgilamalari
nedeniyle inflamasyonun baslamasinda ve devam etmesinde 6nemli role sahiptir.
Lokosit infiltrasyonunda artis beyin hasarina, kan beyin bariyerinde bozulmaya ve
vazojenik ddem olusumuna neden olur. Bunun yani sira humoral sistem de bu yanitin
baslamasi, devami ve rezolisyonu igin 6nemlidir (112). Diger nérolojik hastaliklarda

oldugu gibi IL-1B ve IL-18’in, TBH patogenezi ile iligkili oldugu gésterilmigtir (113).

IL-1 sitokin ailesinin 3 Uyesi bulunmaktadir: proinflamauar sitokinler olan IL-
1a ve IL-1B ve antiinflamatuar sitokin IL-1 reseptér antagonisti (IL-1ra). IL-1ra,
inflamatuar cevabin regllasyonunda ve proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler
arasindaki dengenin saglanmasinda Onemlidir. IL-1a ve IL-13, TBH sonrasi
nérodejenerasyona sebep olan inflamasyonun baslamasindan sorumluyken, IL-
1ra’nin néroprotektif etkileri bulunmaktadir. Akut inflamasyonun yani sira IL-1 ve diger
proinflamatuar sitokinlerin yliksek olmasi, B-amiloid protein ve fosforile olmus tau
proteininin ekspresyonunda artisa neden olur. Bu uzun dénem inflamasyon sirecinin
travma sonrasi demansin nedeni oldugu duasinudlmektedir (114). IL-T’in
proinflamatuar etkisinin yani sira ge¢ dénemde noérotrofik faktdrlerin sentezinin
uyarilmasi, astrosit proliferasyonu ve sinaptik plastisite ile doku yapminina da katkisi

bulunmaktadir.
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Mikroglialar, beynin kendi makrofajlari olup, SSS’deki dogal immun sistemin
temel hucreleridir. Dinlenim halinde mikroglialar, ag olugturan ¢ok sayida uzantilara
sahip olup beyin parankimindeki lokal mikrogevreden ve patolojilerin algilanmasindan
sorumludur. Hasarli néronlardan ve diger hucrelerden salinan DAMPs, mikroglialar
tarafindan eksprese edilen toll-benzeri reseptorler (TLRs) ve NOD-benzeri
reseptorlerce (NLRs) algilanir ve bdylece mikroglialar aktive olur (110). Aktivasyon ile
hicrelerin boyutu artar ve lezyon bdlgesine migrasyon ve debrisin fagositozu igin
ameboid hal alirlar. Spesifik ylzey reseptoérleri, mikroglialarin fenotiplerini ve
fonksiyonel 6zelliklerini belirler. M1 fenotipindeki mikroglialar, aktif, ndrotoksik
mikroglialardir ve proinflamatuar sitokin ve reaktif oksijen ve azot radikallerini
salgilarlar. Aksine M2 fenotipinde olanlar ise antiinflamatuar sitokin ve nérotrofik
faktor salinimi ile néroprotektif etkiye sahiptir (115). M2 mikroglialar ayni zamanda
anjiogenezi, yara iyilesmesini, doku onarimini, ekstraseluler matriksin yeniden
yapilandirilmasini ve destruktif immun yanitin baskilanmasini destekler (110, 116).
Asiri ve reglle olmayan mikroglial aktivasyon, agir ve ciddi hasar ile sonugclanir.
Ayrica sistemik immuUn hdcrelerin hasarli bélgeye yetersiz infiltrasyonu, mikroglia
aktivasyonunun sonlandirilamamasina veya ndroprotektif fenotipe dénisememesine
neden olur. TBH sonrasi mikroglial aktivasyon ve proliferasyon serebral iskemi gibi
diger durumlara gore daha ge¢ olur. Posttravmatik 3. gline kadar aktivasyon ve
proliferasyon belirtecleri izlenememektedir (117). Bu pencere dénemi mikroglia

aktivasyonunu hedef alan terapétik girisimler igin firsat saglamaktadir.

Astrosit aktivasyonu (astrogliozis), ara filamanlarda (vimentin ve GFAP) artis,
hicre proliferasyonu ve hicrelerde hipertrofi ile karakterizedir. Aktivasyon ile
norotrofik faktorler artar. Boylece hlcre 6limine karsi koruma ve destek saglanir.
Yani sira ekstraselller glutamat duzeylerini regule ederek eksitotoksisiteyi azaltir.
Travmayi takiben hipertrofik astrositlerin lezyonu ¢evrelemesi ve kondroidin sulfat gibi
proteoglikanlari biriktirmesi glial skar olusumunu saglar. Ancak bu saglam fiziksel ve
kimyasal bariyer aksonal rejenerasyonu inhibe eder ve fonksiyonel baglantilar icin

gereken aksonal buyimeyi ve onarimi engeller (110).
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Sekil 2.5. TBH sonrasi dinlenim halindeki mikroglia ve astrositlerin aktive olmasi ve

reaktif gliozis olugsumu (6)

Dogal bagisiklik sisteminin diger bir parcasi olan inflamazomlar ise hem
eriskinlerde hem de ¢ocuklarda TBH sonrasi sekonder hasarda dnemli role sahiptir.
Isi sok proteinleri (HSP), Urik asit, ATP, potasyum ve nikleik asitler gibi steril
inflamasyonda hasarli hlcreler tarafindan salinan ve inflamatuar yaniti baslatan
DAMPs tarafindan aktive edililer. DAMPs, sitozolde bulunan NOD-benzeri
reseptérler (NLRs) tarafindan taninir. inflamazomlarin aktive olmasi prokaspaz-1’in
proteolitik etkisi olan aktif alt tnitelere yani kaspaz-1’e dénisimini saglar. Kaspaz-
1 ise prointerldkin-1p ve 18’in matir formlarinin olusumunu saglar. TBH ile iligkisi
gosterilmis baslica inflamazomlar NLRP1, NLRP3 ve AIM2’dir (9, 118). Travmadan 4
saat sonra NLRP1 ve ASC immdinreaktivitesinde artigin gosteriimesi TBH’de
dominant inflamazom tipinin NLRP1 oldugunu digstndirmektedir (118). Hastalardan
alinan BOS 6rneklerinde yluksek dizeyde NLRP1 ekspresyonunun kétl prognoz ile
iliskisi gosterilmistir (8). Ancak Liu ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise NLRP3
mRNA’sI TBH sonrasi ilk 6 saatte, NLRP3 protein kompleksi ise 24 saatte keskin bir
pik yapmaktadir (119). Baska bir calismada NLRP3™ farelerde travma sonrasi 24.

saatte beyin hasari ve inflamatuar mediatérler azalmaktadir (120). Bu c¢alismalar
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inflamazomlari hedef alan yeni tedavi modalitelerini gindeme getirmektedir: 1) NLRs
antagonisti antiinflamatuar ilaclar (NLRP1’nin terapdtik nétralizasyonu), 2)
histopatolojik ve fonksiyonel sonucu iyilestiren anti-ASC antikorlar, 3) kaspaz-1 ve
pannexin1 antagonizmasi ile pyropitozun hedefleyen molekiller, 4) &zellikle
proinflamatuar sitokinlerden IL-1B’y1 nétralize eden antikorlar ve 5) K*, pannexin-1,
P2X4 ve P2X7 kanal inhibitorleri (118).
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Sekil 2.6. TBH sonrasi NLRP1 inflamazom aktivasyonu (118). Hasar sonrasi salinan
DAMPs ve PAMPs, ekstraseluler glutamat artisi ile néronlardaki AMPA ve NMDA
reseptorlerinin uyarilmasini saglar. Bu uyari ile hicre igine giren Ca*? ve pargalanmis
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), apoptoz yolaklarindan biri olan kaspaz-
3 aracih DNA fragmantasyonunu ve hicre dlumunu stimule eder. Hucre 6lumu ile
sitoplazmaya salinan ATP ve K*, pannexin-1 (PANX1) kanallarini aktive ederek ATP
ve K”un hiicre disina gikisini saglar. Bunun yani sira yiiksek konsantrasyona ulagan
ekstraselller ATP, ATP-kapili katyon kanali olan P2X7 kanallarini aktive ederek
PANX1 ile birlikte K" gikisini artirir. intraseliler K* konsantrasyonunun azalmasi
inflamazomlari aktive eder. inflamazom aktivasyonu ile kaspaz-1, IL-1B ve 18’in matiir

formlara donlsup salinmasini saglar. Ayrica pyropitoz ile hiicre dlimunu indikler.

Kazanilmis bagisiklik, patojenlerin antijen spesifik yanit olusturarak hicresel

veya humoral yolla elimine edilmesidir. B ve T lenfositler tarafindan saglanir.
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Deneysel travma modellerinde T hucrelerinin beyin parankimini infiltre etmesi
bifaziktir: primer hasardan hemen sonra kan beyin bariyerinin bozulmasi sonucu ve
gec ddénemde antijen spesifik T hucrelerin infiltrasyonu. TBH sonrasi T hucre
infiltrasyonu 3-14 glin arasinda goérulur ve 6 aya kadar devam eder (121). Kazanilmis
bagisiklk, inflamatuar yanitta T hlcre aktivasyonu ile hem patojenik hem de onarici
sureclere aracilik eder. Th1 yanit ile proinflamatuar olaylari ve beyin hasarini agreve

ederken Th2 yanit antiinflamatuar ve norotrofik etkiler ile hasari hafifletir.

Sonugta travma sonrasi beyin hasari patofizyolojisinde néroinflamasyon
o6nemli rol oynamaktadir. Cok sayida, kompleks, dogal ve kazaniimis bagisiklik
sistemi mediatorleri, inflamasyonun yikici veya yapici etkilerini belirler.
inflamasyonunun baglangicinin, devaminin ve terminasyonunun daha iyi anlagiimasi

yeni ve efektif tedavi stratejilerinin gelisimi icin dnemlidir.

2.8. Deksmedetomidin
2.8.1. Genel Bilgiler

Deksmedetomidin (DEX), hem sedatif hem de analjezik etkilere sahip, potent,
selektif ve spesifik o, adrenerjik reseptér agonistidir. o, adrenerjik reseptér

agonistlerinin prototipi olan klonidin, 1960l yillarda lokal vazokonstriktor etkisi
nedeniyle nazal dekonjestan olarak gelistiriimistir. Sonrasinda 1966’da antihipertansif
olarak kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda bu grup ilaglarin terapétik amagla

kullanimi anksiyoliz, analjezi ve sedasyon gibi bagka klinik endikasyonlara kaymistir.

DEX, ilk kez 1999’da ABD’de yodun bakim unitelerinde sedasyon ve analjezi
amacli kullaniimistir. Klonidin ile karsilastirildiginda DEX, a, adrenerjik reseptorlere
yaklasik 8 kat daha spesifik olup a,.04 selektivite orani 1600:1°dir. Yarilanma 6émrG 2

saattir ve hizli dagihm 6zelligine sahiptir. Yarilanma omru kisa oldugu igin intraven6z
inflizyon icin uygun bir ilagtir. Karacigerde biyotransformasyona ugrar ve
metabolitlerin %95’i bobreklerden atilir (122).
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Sekil 2.7. Deksmedetomidinin kimyasal yapisi

2.8.2. Farmakoloji

Sedatif ve antinosiseptif etkilere esas aracilik eden o, adrenerjik reseptér,
oza’dir. DEX, adenilat siklaz inhibisyonuna neden olan G-protein kenetli reseptdrler
uzerinden etki gosterir. Sonucta hicresel fonksiyonlar igin dnemli bir regulatér olan
siklik AMP (cAMP) azalir. o, adrenerjik reseptér agonistlerin diger etkisi ise K*
kanallarini aktive ederek, K”un hiicre disina ¢ikisinin saglanmasi ve ndron igine
kalsiyum kanallarindan kalsiyum girisininin inhibe edilmesidir. Bdylece DEX,
membranin iyon iletkenligini degistirerek hiperpolarizasyon ve noéronal supresyona
neden olur. Esas etkisi, noradrenalin saliniminin inhibisyonu ile 6zellikle locus
ceruleustaki eksitasyonun azalmasidir. Hipnotik etki de, locus ceruleustaki

noradrenerjik néronlarda hiperpolarizayon ile meydana gelir (123).

2.8.3. Kardiyovaskiiler ve Solunum Sistemi Etkileri
o, adrenerjik reseptdr agonistleri, kan basinci tUzerinde bifazik ve doz bagiml
etki gosterir. Duguk dozlarda dominant etki, noradrenalin saliniminin azalmasina
bagli sempatik tonusta azalmadir. Bradikardi ise santral sempatolitik etki,
baroreseptor refleks ve vagal aktivite ile ilgilidir. YUksek dozlarda ise vaskuler diz

kaslardaki a,g adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu hipertansiyon meydana gelir.

DEX’in net etkisi, kan basincinda hafif ve kalp hizinda ise orta derecede
azalmadir. Stabil hemodinami i¢in DEX’in inflizyon seklinde verilmesi 6nerilmektedir.
Ciddi hipotansiyon sadece o©nceden hipovolemik veya vazokonstriksiyonu olan

hastalarda gorular.
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DEX’in ventilasyon Uzerindeki etkisi oldukga azdir. Diger sedatiflerin aksine
sedatif, analjezik ve anksiyolitik etkilerini gdsterirken solunum depresyonuna neden

olmazlar (124).

2.8.4. Santral Sinir Sistemi Etkileri
Diger a, agonistler gibi DEX, sedasyon, anksiyoliz ve analjezi saglar. Sedatif
etkisi propofol ve benzodiazepin gibi diger sedatiflerin aksine GABA reseptor
aktivasyonuna bagh degildir ve GABAerijik ilaglar gibi serebral kortekse etki etmezler.
DEX ile induklenen sedasyonda, hasta entube ve ventilatorde bagl olmasina ragmen
kolayca uyandirilabilir ve kooperedir, ancak sonrasinda uyaran olmadiginda yine

kolayca uyuyabilir (122).

2.8.5. Noroprotektif ve Antiinflamatuar Etkileri
DEX’in noroprotektif etkisi bircok gecici serebral iskemi modelinde
gosterilmistir (11, 125, 126). DEX, direkt néronlara etki ederek katekolamin ve
glutamat etkisini azaltarak veya noronal apoptozu engelleyerek koruyucu etki gosterir
(125). Bunun yani sira astrositler Uzerinde de etki gdsterir. Bunu glutamatin
astrositlere geri alimini artirarak (127), glial hicre kaynakl norotrofik faktér (GDNF)
salinimini destekleyerek (128) ve hipoksi ile induklenen faktor (HIF)-1a ve vaskuler

endotelyal blylime faktérl (VEGF) salinimini artirarak (129) yapar.

DEX, diger sedatifler gibi sistemik immin cevabi baskilar. Yapilan
calismalarda, gecici serebral iskeminin indukledigi néronal apoptozu ve plazma TNF-
a dizeyini azalttigi, sepsiste plazma IL-6 diizeyinde ve midazolam veya propofol
uygulanan hastalarda postoperatif donemde serum TNF-a, IL-18 or IL-6 diizeyinde
azalmaya neden oldugu gdsterilmistir (130). Si ve ark. yash farelerde yaptiklari diger
bir calismada ise DEX, izofluran ile indiklenen ndrokognitif hasari JAK2/STAT3
yolagi Uzerinden azaltmistir (131). Perinéral DEX, NF-kB sinyal yolagini kullanarak
(132) ve spinal kord iskemi-reperfiizyon hasarinda ise mast hiicre degranilasyonunu

engelleyerek (133) etki gostermektedir.

DEX’in néroprotektif etkisinin yani sira antiinflamatuar 6zellikleri sepsiste akut
akciger hasarinda (13), bobrek (14), myokard (15) ve hepatik (16) iskemi-reperflizyon

modellerinde gosterilmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Bu arastirma, Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisi
Beyin Arastirmalari Laboratuarlari’nda gergeklestiriimistir. Calismada, agirligi 30 - 35
gram arasinda olan toplam 20 adet erigskin Swiss Albino erkek fare kullaniimigtir.
Standart barinak kosullarinda, 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik déngustnde,
22+1°C sicaklikta, % 30-55 nem orani ve su ile yiyecegde sinirsiz erisim (ad libitum)
saglanmigtir. Fareler Uzerinde uygulanan deney protokoll, ulusal ve uluslararasi
hayvan deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup; Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 31.10.2017 tarih ve 2017/67-01
karar numarasi ile onaylanmigtir.

3.2. Deney Gruplari ve Protokol

Calismada toplam 20 adet fare kullanilmigtir. 4 ayri grup ve her grupta 5 fare
(n=5) olacak sekilde gruplandirma yapilmistir. 5 fare sham grubu, 5 fare kontrol grubu
geriye kalan 10 fare ise deney grubu olarak ayrilmistir. Hayvanlara 9 cm yukseklikten
80 gr serbest agirlik dusuirilerek kafa travmasi modeli olusturulmustur. Hayvanlarin

gruplara gore dagilimi su sekildedir:

e Grup 1: Sham grubu (skalp insizyonu) (n=5): izofluran anestezisi altinda,
bu gruptaki farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak kranium, sagittal
sutur, sag frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir. Ardindan 4.0 ipek
dikis ile skalp insizyonlari sutire edilerek fareler kafeslerine alinmistir.

e Grup 2: Kafa travmasi sonrasi kontrol (n=5): izofluran anestezisi altinda,
farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak kranium, sagittal sutir ve sag
frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir. Fareler sirasiyla agirlik
distirme (travma) duzenegine vyerlestirilerek 9 cm ylkseklikten 80 gr
agirhginda silindirik agirhk sag parietal kemik Uzerine dugurdimustar.
Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile skalp insizyonlari sitlire edilen fareler
kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra farelere intraperitoneal
serum fizyolojik enjeksiyonu yapilimistir.

e Grup 3: Kafa travmasi sonrasi intraperitoneal DEX (40 pg/kg) (n=5):
izofluran anestezisi altinda, farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak
kranium, sagittal sitir ve sag frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir.
Fareler sirasiyla agirlik dusurme (travma) dizenegdine yerlestirilerek 9 cm

yukseklikten 80 gr agirliginda silindirik agirlik sag parietal kemik Uzerine
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dusurdlmustir. Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile skalp insizyonlari sutire
edilen fareler kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra farelere
intraperitoneal 40 ug/kg DEX enjeksiyonu yapilmistir.

e Grup 4: Kafa travmasi sonrasi intraperitoneal DEX (200 pg/kg) (n=5):
izofluran anestezisi altinda, farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak
kranium, sagittal sitir ve sag frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir.
Fareler sirasiyla agirlik dusurme (travma) dizenegdine yerlestirilerek 9 cm
yukseklikten 80 gr agirliginda silindirik agirlik sag parietal kemik Uzerine
dusurdlmustir. Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile skalp insizyonlari sutire
edilen fareler kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra farelere

intraperitoneal 200 ug/kg DEX enjeksiyonu yapilmistir.

Nasal
Premaxilla
Maxilla
Orbit
Zygomatic
Frontal
Squamosal
Parietal
Interparietal
Occipital

Sekil 3.1. Travma modelinde agirhk sag parietal kemikte isaretlenen alana

dusuralmustar.

3.3. Anestezi ve Yagamsal Bulgularin Takibi

Deney baslangicinda farelerin agirlik 6lgimunu takiben, genel anestezi
indiksiyonu %5’lik izofloran inhalasyonu ile gergeklestiriimis ve idame %2’lik izofloran
ile (tum islemler slresince) saglanmistir. Arka ayak sikistirma yéntemi ile anestezi
derinligi kontrol edildikten sonra fareler ylz Ustu pozisyonda agirlik dusidrme
dizenegine yerlegtirilmistir. Farelere yiz maskesi ile deney siresince oksijen destegi
ve izofloran anestezisi uygulanmistir. Deney esnasinda sirekli olarak kalp atim sayisi

ve kan oksijen satlirasyonu pulse oksimetre ile (V3304 Digital Table-Top Pulse
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Oximeter, SurgiVet, Amerika Birlesik Devletleri) monitorize edilmistir. Tim iglemler
boyunca ortalama 2 L/dk oksijen destedi saglanmis ve fare kendiliginden solunumu
devam eder vaziyette takip edilmistir. Rektal sicaklik probu ve homeotermik battaniye
yardimi ile (Harvard Apparatus Limited, ingiltere) vicut sicakhgi 37.0£0.2°C’de
tutulmustur. Belirli araliklarla (10- 15 dk) kuyruk/parmak sikistirma ve g6z kirpma

refleksi kontrol edilerek anestezi derinligi takip edilmistir.

3.4. Kafa Travmasinin Olusturulmasi

Anestezi altinda, skalp orta hat insizyonu ile agilarak kranium, frontal, parietal
ve oksipital kemikler goérilecek sekilde ortaya konulmustur (Sekil 3.2.). Kranium
ekspozisyonu saglandiktan sonra fareler travma dizenegine alinmistir. Sekil 3.3.’te
gorulen serbest agirlik disirme dizeneginin altina sag parietal kemik silindirik
agirhgin temas ylzeyine denk gelecek sekilde yerlestiriimis ve izofluran ve O, destegi
altinda 80 gram’lik gelik agirlik 9 cm yukseklikten disurtlmustir. Travmanin hemen
sonrasinda skalp insizyonlari 4.0 ipek ile sitire edilmistir. Hayvanlarin ayiimasi
esnasinda O, destegine devam edilmigtir. Fareler ayildiktan sonra kafeslerine

alinmistir.

Sekil 3.2. Kraniumun ortaya konulmasi
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Sekil 3.3. Agirlik dislirme duzenegi ile kafa travmasinin olusturulmasi. Silindirik tip
icerisine vertikal olarak yerlestiriimis 6 mm ¢aplh (temas eden ucu 3 mm ¢apli, 1 cm
uzunlugunda, carpma alani 7 mm? ana gévde ile birlesik), 10 cm uzunlugunda 80
gram agirhginda metal agirlik, Gzerindeki horizontal kol yardimiyla istenilen

yukseklikten dusuriimektedir.
3.5. intraperitoneal Deksmedetomidinin Hazirlanmasi ve Verilmesi

200 mcg/2 mL’lik flakon geklinde bulunan DEX, %0.09’'luk sodyum Klordr ile

seyreltilip travmadan 30 dakika sonra grup 3 ve 4’e intraperitoneal olarak verilmistir.

3.6. Norolojik Degerlendirme

Farelerin norolojik degerlendirmeleri “modified neurologic severity score
(mNSS)” ile yapiimistir (Tablo 3.1.). Bu skorlama farelerin fonksiyonel durumlarini
degerlendirmek igin kullaniimaktadir. O puan nérolojik kaybi olmayan, 18 puan ise agir
nérolojik disfonksiyonun oldugu ve higbir gorevi gerceklestiremeyen fareleri ifade
etmektedir. ilk muayene travmadan sonra 1. giinde, 2. nérolojik degerlendirme ise
travmadan sonra 3. gunde yapilmigtir. 3. gun sonunda yapilan muayeneler ile ilk
muayeneler arasindaki puan farki AmNSS olarak kaydedilmistir. Bu puanlar
deksmedetomidinin fonksiyonel dizelme Uzerindeki etkisinin gosterilmesi igin
kullanilmistir. Her bir refleksin yoklugu veya belirtilen gérevin yerine getirilememesi
puan olarak eklenir. 1-6 puan hafif, 7-12 orta, 13-18 agir siddette kafa travmasi olarak

siniflandirilir.



Tablo 3.1. Modified neurological severity score (MNSS) (134)
Test Puan

Kuyrugundan tutularak kaldirdma

On ekstremitede fleksiyon yok 1
Arka ekstremitede fleksiyon yok 1
30 saniye igerisinde kafanin vertikal diizlemden 10 derece ve 1

daha fazla kaldirilmas: yok

TOPLAM 3

Farenin yere konulmasi (sadece bir tanesi segilir)

Normal yiiriime 0
Diiz yiiriiyememe 1
Paretik taraf boyunca halkasal hareket 2
Paretik tarafa diisme 3
Duyu testleri

Gorsel ve taktil uyarana yanit yok 1
Propriyosepsiyon yanit1 yok 1
TOPLAM 2
Silindir denge testi (sadece bir tanesi segilir)

Sabit postiirle dengeli durus var 0
Silindire tutunma 1
Silindire tutunma ve 1 ekstremitenin diismesi 2
Silindire tutunma ve 2 ekstremitenin diismesi 3
Dengede durmaya galisma fakat diigme (>40 sn) 4
Dengede durmaya galisma fakat diisme (>20 sn) 5
Diisme, denge veya tutunma gabasi yok 6

Refleks kaybi ve anormal hareketler

Pinna refleksi (eksternal audituar meatusa dokunuldugunda bagin 1

sallanmas1) yok

Kornea refleksi yok 1

Irkilme refleksi (ellerin ¢irpilmasiyla ortaya gikan sese tepki) yok 1

Nébet, myoklonus, myodistoni var 1

Toplam 4
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3.7.  Sakrifikasyon, Beyinlerin Cikarilmasi ve Fiksasyon

Travmay! takiben uyandirilan fareler 3 giin izlem sonrasi immunhistokimyasal
ve histopatolojik calisma igin drneklerin alinmasi amaci ile sakrifiye edildi. Bunun igin
yuksek doz kloralhidrat anestezisi altinda torakotomi yapilarak kalp ortaya
konulduktan sonra sol ventrikilden farenin karacigeri beyazlagincaya kadar heparinli
solisyon verildi, sonrasinda vicudu sertlesinceye kadar %4 paraformaldehit (0,1
mol/L sodyum fosfat tamponu iginde, pH: 7,4) ile damarlar perflize edilerek doku
fiksasyonu yapildi (Sekil 3.4.). Ardindan fareler dekapite edilerek beyinleri ¢ikarildi ve
formaldehit solisyonunda bekletilerek fikse edildi. Fikse edilmis beyinler oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Sekil 3.4. Torakotomi, kardiyak perfizyon ile doku fiksasyonu ve beynin koronal

duzlemde kesitlerinin alinmasi

3.8. Kesitlerin Alinmasi ve immiinhistokimyasal ve Histopatolojik

Degerlendirme

Farelerde kafa travmasi sonrasi hiicre hasari ve inflamasyonun incelenmesi
icin histopatolojik ve immunhistokimyasal c¢alismalar yapildi. Beyinlerde taraf
dogrulamasi yapilabilmesi i¢in travmaya maruz kalmamis, sol hemisfer ¢ini nlirekkebi
ile isaretlenip, Bouin’in solisyonu ile tespit edildi. Tespit edilen beyinler olfaktor

bulblardan serebelluma kadar 2 mm’lik 5 esit koronal dilime ayrildi ve beyin hasarinin
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daha belirgin oldugu C kesitleri kullanildi (Sekil 3.7.1). Doku érnekleri takip cihazina
alindi. Takip cihazinda dehidratasyonu saglamak icin sirayla %70, %80, %90 ve
%100’lik alkollerden gegirildi. Seffaflastirma igin doku 6rnekleri birer saatten 2 kere
ksilolden gecirildikten sonra parafine alistirma igin 2,5 saat saf parafinde bekletildi.
Doku takip cihazindan alinan érnekler Leica Eg1150H parafin istasyonunda saf
parafine gémiulerek parafin bloklar elde edildi. Elde edilen parafin bloklardan 5 mikron
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler 45 dakika 70°C etlvde birakildiktan
sonra 2 saat ksilende tutularak deparafinize edildi. Ornekler dereceli alkol serilerinden
(%100, %90, %70 ve %50) gegirilerek rehidrate edildi. Doku kesitlerinin bir kismi
Hematoksilen ve eozin (H-E) ile boyandiktan sonra dereceli alkol serilerinden

gecirilerek dehidrate edildi.

Bir kismi ise immUnhistokimyasal boyama i¢in hazirlandi. IL-1p, Iba-1 ve CD3
icin 10 mM pH 6 sodyum sitrat tampon 80°C su banyosuna konulup isitildiktan sonra
isitiimis tamponun igine deparafinize lamlar yerlestirlerek 1siya maruz birakildi.
Bdylece 1s1 araciliyla antijenler agiga cikarildi (antigen retrieval). Lamlar oda
sicakliginda 25-30 dakika bekletildi. NLRP3 boyamasi icin ise doku kesitleri 1:20
oraninda distile su ile dilie edilmis proteinaz K ile oda sicakliginda 15 dakika tutuldu.
Tam ornekler distile su ile yikanip 1 saat bloklama solUsyonu ile inkube edildi. IL-1f,
Iba-1 ve CD3 icin fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) iginde %1’lik sigir serum albumini
(BSA) ve %10’luk normal goat serum (NGS) ile, NLRP3 igin ise %1’lik BSA, %0.02’lik
Triton X, %0.05’lik sodyum asit, %0.4’lik EDTA ve %10’luk normal donkey serum
(NDS) karistinlarak bloklama solisyonu hazirlandi. Sonrasinda kesitler bir gece
+4°C’de, NLRP3 ise oda sicakliginda primer antikor ile inkiibe edilip yikandi. NLRP3
disindaki kesitler 1 saat oda sicakliginda 1:200 oraninda sekonder antikor (Cy3 goat
anti rabbit) ile, NLRP3 ise 2 saat sekonder antikor (donkey anti goat) ile oda
sicakliginda inkibe edildi. Son olarak lamlar yikandiktan sonra DNA’y1 boyayan
dolayisiyla hiicre gekirdekleri gérunur hale getiren, bir mavi floresan boyasi olan

Hoechst 33342 damlatilarak lameller kapatildi.

Kesitler Leica DM 6000B mikroskobu ile 40X buyutmede incelendi ve hasarin
net gorulduagu 4.-5. bodlge bileskesinden DC 500 model Leica dijital kamera ile
fotograflar c¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi (Sekil 3.5.). Sag ve sol hemisferler

icin ilgilenilen belirteg ile pozitif boyanan hticreler, toplam hiicre sayisina oranlandi.
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Sekil 3.5. Sematik fare beyni koronal kesitinde beyin kisimlarinin numaralandiriimasi

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin degerlendiriimesi icin GraphPad Prism 7 for
Mac programi kullanildi. ikiden fazla sayida ba@imsiz grubun ortalamalarinin
karsilastirimasinda tek yonlu varyans analizi, iki bagimsiz grubun ortalamalarinin
karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U testi kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
41. Travma Siddetinin Etkisi

Olusturulan kafa travmasi modelinde mortalite izlenmemistir.

~

C Anterior

Posterior

Sekil 4.1. Kafa travmasi olusturulan farelerde kranial/intrakranial hasar bulgulari.
Kafa travmasi sonrasi lineer kemik fraktlrl (siyah ok) (A), sag serebral hemisferde
yaygin subaraknoid kanama (B) ve beynin frontobazalinde contrecoup kontliizyonlar
(C) izlenmektedir.

4.2. Norolojik Degerlendirme Sonuglari

Farelerin nérolojik degerlendirmeleri kafa travmasi olusturulduktan sonra 1. ve
3. glnde yapilmigtir. Muayeneler arasindaki puan farki (AmNSS) hesaplanmistir.
Sham grubunda herhangi bir nérolojik kayip izlenmemistir. Kontrol grubunda yapilan
degerlendirmede toplam mNSS skoru 1. ginde 29 (en diusuk 3, en ylksek 12,
n=5/grup), 3. giin yapilan muayenede ise 35 (en duslk 4, en ylksek 12, n=5/grup)
olarak hesaplanmistir. 40 ug/kg DEX alan grupta 1. giin toplam mNSS skoru 28 (en
diusuk 0, en yuksek 10, n=5/grup), 3. glinde 15 (en disulk 0, en yiksek 7, n=5/grup)
olarak bulunmustur. 200 ug/kg DEX alan grupta 1. giin toplam mNSS skoru 24 (en
dusuk 2, en yuksek 10, n=5/grup), 3. giin toplam mNSS skoru 13 (en disuk 1, en
yuksek 7 n=5/grup) olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2.).
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Il Kontrol (Travma)
12+ [ DEX (40 ug/kg)
B DEX (200 ugkg)

e
]

Sekil 4.2. 1. ve 3. glin sonunda yapilan nérolojik muayene skorlarinin gruplar iginde

degerlendirilmesi

1. ve 3. glin sonunda yapilan norolojik degerlendirme puanlari arasindaki
farklar farelerin G¢ gun icindeki fonksiyonel duzelmelerini géstermektedir. Bu fark
AmNSS olarak hesaplanmigtir. AmMNSS, kontrol grubunda 1,2 + 0,82, 40 yg/kg DEX
verilen grupta 2,6 +0,82 ve 200 pg/kg DEX verilen grupta ise 2,2 10,82 olarak
bulunmustur.  Gruplarda zamana gbre noérolojik iyilesme  dlzeylerinin
karsilastirilabilmesi icin AmNSS skorlari kullaniimistir. 40 pg/kg dozunda verilen DEX
ile norolojik olarak anlamli bir iyilesme saglandigi (p=0,024, n=5/grup), 200 pg/kg DEX
verildiginde ise iyilesmenin istatistiksel olarak anlamlihga yakin oldugu gorulmustur
(p=0,06, n=5/grup).

Gruplar arasinda 1. ve 3. glin nérolojik muayene skorlari degerlendirildiginde
1. guin sonunda yapilan mNSS skorlari arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05,
n=5/grup). 3. glin sonundaki muayeneler karsilastirildiginda ise 40 ug/kg DEX verilen
grup ile kontrol grubu arasinda fark izlenmemesine ragmen 200 pg/kg DEX verilen
grupta kontrol grubuna gére anlamli iyilesme saglanmistir (p=0,079 ve p=0,047,
n=5/grup). DEX verilen iki grup arasinda ise fark izlenmemistir (p=0,89, n=5/grup)
(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 1. ve 3. gln sonunda yapilan nérolojik muayene skorlarinin gruplar

arasinda degerlendirilmesi

4.3. immiinhistokimyasal Degerlendirme

Travma olusturulduktan 3 gun sonra sakrifiye edilen farelerin beyin
dokularindan alinan kesitlere ayri ayrn IL-1p, Iba-1, CD3 ve NLRP3 immunfloresan
isaretleme yapilmistir. Goruntuler tim farelerden ve ayni dokuda sag ve sol
hemisferden alinip 40X blyiitmede incelenmistir. imminreaktivite gésteren hiicreler
saylilip toplam hiicre sayisina oranlanmistir. Sag hemisferdeki pozitif hiicre yiizdesi
sol hemisferdekine oranlanip bu veriler hem gruplar icinde ortalamazstandart hata

olarak degerlendirilmis hem de elde edilen oranlar gruplar arasinda karsilastiriimistir.
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4.3.1. IL-1p Sinyalinin Degerlendirilmesi

IL-1B Kontrol

Sag hemisfer

IL-1B

Hoachst

) Birlestirilmis
Sol hemisfer Sag hemisfer

Birlestirilmis
Sol hemisfer

Sekil 4.4 Travma modeli olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin beyin
dokularinda IL-1B’nin epifloresan mikroskop ile goéruntilenmesi (40X buyutme, dlgek
20 um). Ikinci ve dérdinci satirda hiicre gekirdeklerini isaretleyen Hoechst

goruntileri ile IL-1pB ile pozitif boyanan hiicre gorintileri birlestiriimistir.
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Bir proinflamatuar sitokin olan IL-1p sinyal pozitifli§i sham grubunda ortalama
1,1840,26 (n=5/grup), kontrol grubunda 2,98+0,55 (n=5/grup), 40 pg/kg DEX verilen
grupta 1,59+0,68 ve 200 pg/kg DEX verilen grupta 0,83+0,07 (n=5/grup) olarak

bulunmustur.

Kontrol grubu, 40 ug/kg DEX verilen grup ile karsilastirildiginda IL-1 sinyali
ilag verilen grupta azalmasina ragmen bu dusids anlamli bulunmamistir (p=0,11;
n=5/grup). Ancak kontrol grubu ile 200 pyg/kg DEX verilen gruptaki pozitif boyanan
hiicre ylzdesine bakildiginda gruplar arasindaki fark istastistiksel olarak anlamhdir
(p=0,028; n=5/grup) (Sekil 4.5.).

IL-1beta

=- |
I

14

i

% Pozitif hiicre saysi (ipsilateralkontralateral)
b

Sekil 4.5. IL-1B sinyalinin karsilagtiriimasi. ipsilateral: travmatik beyin hasarinin

gerceklestigi sag hemisfer, kontralateral: karsi, sol hemisfer.
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4.3.2. Iba-1ile Mikroglia Aktivasyonunun Gosterilmesi

Travma sonrasi mikroglial hicre aktivasyonun gOsteriimesi igin
mikroglia/makrofaj spesifik kalsiyum baglayici bir protein olan iyonize kalsiyum
baglayici adaptér molekil-1 (Iba-1) tercih edilmistir. Iba-1, aktin demetleme

aktivitesine sahip olup aktive mikroglialarda fagositozda rol almaktadir (135).

Travma sonrasli olusan inflamasyonda mikroglial hiicrelerin aktive olmasiyla
hicrelerin morfolojileri, gen ekpresyonlari ve fonksiyonlari degismektedir. Morfolojik
olarak dallanmis, ince uzantilari olan mikroglialar doku hasari veya patojen invazyonu
s6z konusu oldugunda buna yanit olarak infiltre olmus makrofajlardan zor ayirt
edilebilen, hipertrofik ve ameboid bir hal alirlar (115) (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Dallanmis, ince uzantilar (beyaz ok) olan dinlenim halindeki (A) ve aktif,

ameboid mikroglialar (B)



DEX DEX

Iba-1 Sham Kontrol (40 ugl/kg) (200 ug/kg)

Birlestiriimis y
Sol hemisfer Sag hemisfer Sag hemisfer

Birlestirilmis
Sol hemisfer

Sekil 4.7. Travma modeli olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin beyin
dokularinda Iba-1 ile isaretlenmis mikroglial hicrelerin epifloresan mikroskop ile
gérintilenmesi (40X biylitme, olgek 20 um). ikinci ve dérdinci satirda hiicre
cekirdeklerini isaretleyen Hoechst goéruntileri ile Iba-1 ile pozitif boyanan hicre

goruntuleri birlestiriimistir.
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Iba-1 ile isaretlenen tum mikroglialar incelendiginde, sham grubunda ortalama
1,24+0,42 (n=5/grup), kontrol grubunda 3,28+1.31 (n=5/grup), 40 pg/kg DEX verilen
grupta 0,73+0,22 ve 200 pg/kg DEX verilen grupta 0,47+0,24 (n=5/grup) olarak

bulunmustur.

Kontrol grubu, 40 pug/kg DEX verilen grup ile kargilastinidiginda Iba-1 sinyali
ilag verilen grupta azalmasina ragmen bu diusus anlamli bulunmamistir (p=0,095;
n=5/grup). Ancak kontrol grubu ile 200 ug/kg DEX verilen gruba bakildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu, minimum sedatif dozda (200 pg/kg)
ilag verilen grupta mikroglial gog¢lin daha az oldugu go6rilmektedir (p=0,031;
n=5/grup). Yani sira, sham grubu ile 200 pg/kg DEX verilen grup kiyaslandiginda
anlamh bir fark bulunmamaktadir (p=0.206; n=5/grup) (Sekil 4.8.).

Iba-1 O

Mikroglia toplam hiicre sayis: (%)
X
|
|

T
o T

Sekil 4.8. Iba-1 ile isaretlenmis hasarli dokuya gd¢ etmis tim mikroglialarin gruplar

arasinda karsilastiriimasi.

Morfolojilerine goére aktif olan mikroglialar degerlendirildiginde, sham
grubunda ortalama 0,33+0,20 (n=5/grup), kontrol grubunda 7,07+£2,73 (n=5/grup), 40
pag/kg DEX verilen grupta 0,20+0,13 ve 200 pg/kg DEX verilen grupta 0,54+0,26’dir
(n=5/grup).
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40 ve 200 pg/kg DEX verilen gruplarda kontrol grubuna goére aktif mikroglia
sayisi anlamli olarak azalmistir (p=0,0357 ve p=0,0357; n=5/grup) (Sekil 4.9.).

Iba-1
15

24

Bl T

.!-

i,

E

g 1

34

L - *—é—

Sekil 4.9. Iba-1 ile isaretlenmis hasarli dokuya gé¢ etmis aktif mikroglialarin gruplar

arasinda karsilastiriimasi.
4.3.3. T Lenfosit Aktivasyonun Gosterilmesi

Dokuda T lenfosit aktivasyonun gdésterilmesi icin bir T lenfosit belirteci olan

CDa3 ile immunfloresan isaretleme yapilmistir.

CD3 pozitifligi, sham grubunda ortalama 1,17+0,52 (n=5/grup), kontrol
grubunda 3,87+1,84 (n=5/grup), 40 ug/kg DEX verilen grupta 0,8710,22 ve 200 ug/kg
DEX verilen grupta 2,42+0,79'dur (n=5/grup).



CD3 Sham Kontrol DEX DEX
(200 ug/kg)

(40 ug/kg)

Sag hemisfer

Birlestirilmis
Sag hemisfer

Sol hemisfer

CcD3

Hoachst

Birlestirilmis
Sol hemisfer

Sekil 4.10. Travma modeli olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin
beyin dokularinda CD3 ile isaretlenmis T lenfositlerin epifloresan mikroskop ile
gérintilenmesi (40X biylitme, olgek 20 um). ikinci ve dérdinci satirda hiicre

cekirdeklerini isaretleyen Hoechst goruntileri ile CD3 ile pozitif boyanan hicre

goruntuleri birlestirilmistir.
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Gruplar kargilastinldiginda, kontrol grubu ile 40 pg/kg DEX verilen grup
arasinda istatistiksel acidan anlamh fark bulunmustur (p=0,05; n=5/grup) (Sekil
4.11.).
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Sekil 4.11. CD3 ile isaretlenmis T lenfositlerin gruplar arasinda karsilastiriimasi.
4.3.4. NLRP3 Sinyalinin Degerlendirilmesi

NLRP3 inflamazom protein kompleksi pozitifligi, sham grubunda ortalama
0,01240,12 (n=5/grup), kontrol grubunda 15,65+4,70 (n=5/grup), 40 pg/kg DEX
verilen grupta 3,20+2,36 ve 200 pg/kg DEX verilen grupta 1,92+1,13 (n=5/grup)

olarak bulunmustur.
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NLRP3 DEX e
Sham Kontrol (40 ug/kg) (200 ug/kg)

NLRP3

Sag hemisfer

NLRP3

Hoachst

Birlestirilmis
Sag hemisfer

Sol hemisfer

NLRP3

+

Hoachst

Birlestirilmis
Sol hemisfer

Sekil 4.12. Travma modeli olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin
beyin dokularinda NLRP3 inflamazom protein kompleksinin epifloresan mikroskop ile
gérintilenmesi (40X biylitme, olgek 20 um). ikinci ve dérdinci satirda hiicre
cekirdeklerini igsaretleyen Hoechst goruntuleri ile NLRP3 immunreaktivitesi gosteren

hlcre goruntuleri birlestirilmistir.
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Kontrol grubu, 40 ve 200 pg/kg DEX verilen gruplar ile karsilastirildiginda
NLRP3 sinyali ilag verilen gruplarda anlamli olarak azalmistir (p=0,031 ve p=0,031;
n=5/grup). ilag verilen gruplar sham grubu ile kiyaslandiginda benzer sekilde NLRP3
immunreaktivitesinin her iki grupta da anlamh olarak azaldig1 gértulmustir (p=0,047
ve p=0,047; n=5/grup). Ancak antiinflamatuar (40 pg/kg) ve minimum sedatif dozda
(200 pg/kg) DEX verilen gruplara bakildiginda anlaml bir fark bulunmamaktadir
(p=0.89; n=5/grup) (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. NLRP3 sinyalinin karsilastiriimasi.
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44. Histopatolojik Degerlendirme

Travma olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen hayvanlarin
beyinlerinden alinan koronal kesitlerin hematoksilen-eozin (H-E) iile yapilan
histopatolojik incelemelerinde kontrol grubunda sitotoksik 6dem dikkat ¢gekmektedir
(Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.).

Sekil 4.14. Sham grubundaki farelerin beyin dokusunda H-E boyamasi (4X bluyttme,
A), (40X blyitme, B).

Sekil 4.15. Kontrol grubundaki farelerin beyin dokusunda H-E boyamasi (4X
bliyitme, A). Travma nedeniyle pianin intakt olmadigi hasarli beyin dokusundaki
noéronlarda (*) ve damar limeni (+) gevresinde astrosit son ayaklarinda sitotoksik
6dem, akson ve dendritlerde 6deme bagli parankimde gevseme ve hicre

cekirdeklerinde piknoz (siyak ok) (40X buyutme, B).
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Sekil 4.16. 40 pg/kg DEX verilen farelerin beyin dokusunda H-E boyamasi (4X
buyutme, A, 40X buyutme, B).

Sekil 4.17. 200 pg/kg DEX verilen farelerin beyin dokusunda H-E boyamasi (4X
buyutme, A, 40X buyutme, B.

40 ve 200 pg/kg DEX verilen gruplarda yapilan H-E boyamasinda kontrol

grubuna gore sitotoksik 6demin azaldigi izlenmektedir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Kontrol (A), 40 uyg/kg DEX (B) ve 200 pg/kg DEX (C) verilen farelerin beyin
dokularinda yapilan H-E boyamasi (40X buyutme).
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5. TARTISMA

Bu calismada serbest agirlik disirme yodntemiyle farelerde olusturulan kafa
travmasi sonrasi antiinflamatuar (40 pg/kg) ve minimum sedatif dozlarda (200 pg/kg)

verilen intraperitoneal DEX’in, 3. glinde inflamasyon tzerindeki etkileri incelenmistir.

Travma aninda olusan primer beyin hasarini takiben aylar veya yillar siren kronik
inflamatuar sireglerin olaya eklenmesi, hicre 6limine, nérodejenerasyona ve
norolojik disfonksiyona neden olur. Travmaya yanitta, doku hasari sonucu ortaya
cikan irritanlarin ve debrisin temizlenmesi ve yara iyilesmesinin saglanmasi immun
sistem tarafindan gerceklestirilir. Doku hasari sonucu olusan DAMPs (isi sok
proteinleri, urik asit, ATP, potasyum ve nikleik asitler) ve alarminler (IL-1a, IL-33,
HMGB1), reseptorler tarafindan algilanip 6énce hasarli bdlgede lokal sitokin ve
kemokin Uretimini ardindan da immun sistem hdcrelerinin aktive olup sahaya
gelmesini tetikler. Travmatik beyin hasarinda doku hasari iki agsamada gergeklesir. ilk
asamada beyne mekanik temas sonucu direkt hasar meydana gelir. TBH'ye karsi
olugan immun yanit néroproteksiyonu ve doku tamirini saglar ancak immun sistemde
disregulasyon gergeklesirse uygunsuz yanit olusur. Sonugta doku tamiri veya aksine
yikimin ilerlemesi, immiin yanitin yapisina, siiresine ve bliyiikliigiine baglidir. immin
sistemin uygun kontrol edilmemesi, doku hasarinda ikinci asamanin baglamasi ve
néroinflamasyon ile sonuglanir. Primer hasarin aksine sekonder hasar diffliz ve uzun
surelidir. Hastalarin hastaneye basvurmasi, tani konmasi ve tedavisinin
baslanmasina kadar gecgen stire g6z dniinde bulundurularak DEX, farelere travmadan

yarim saat sonra verilmigtir.

Travma sonrasi, DAMPs ve alarminler ekstraselller mesafeye salinir ve SSS’deki
hicrelerde bulunan patern tanima reseptérleri (PRPs) ve sitokin reseptorleri
tarafindan taninir. Bdylece sitokin ve kemokin uretimi ve sonrasinda hasarli bolgeye
immuin sistem hicrelerinin gogu ile sonuglanir. Travmaya inflamatuar yanitta beyne
sistemik dolagimdan gelen ilk immin hicreler nétrofillerdir (136, 137). Saatler iginde
ilk olarak subaraknoid mesafede ve vaskiiler bosluklarda gérilirler ve travma sonrasi
ilk 24 saatte beyin parankimine infiltre olurlar (138). 3.-5. guinlerde sayica azalarak
yerlerini diger periferik immin sistem hicrelerine ve mikroglia ve astrositlere
birakirlar. 3.-5. gunler arasinda esas gorev alan hicreler monositler olmasina ragmen
ilerleyen glnlerde hasarli bdlgede T lenfositler, dogal élduricu (NK) ve dendritik

hicreler gérilmeye baslar (139) (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. Travmatik beyin hasarinda immin yanitta yer alan molekillerin ve

hicrelerin zamansal dagilimi (140)

IL-1, potent proinflamatuar bir sitokindir ve asiri tretimi néroinflamasyon ve
noérodejenerasyonla sonuclanir. IL- 1a’nin aksine IL-1 biyolojik inaktif formda bulunur
ve aktive olmasinda inflamazom protein komplekslerinde bulunan kaspaz-1’in
aktiflesmesi esas rol oynar (141, 142). Travma sonrasi néroinflamasyonda IL-13
erken donemde ilk artan mediatordir, kan beyin bariyeri gecirgenligini artirir, glial
hicreleri aktive eder ve immun sistem hucrelerinin hasarli bélgeye migre olmasini
saglar (143). Yapilan g¢alismalarda IL-1B'nin noétralize edilmesiyle 6zellikle travma
sonrasi ilk 7 gunde notrofil, makrofaj/mikroglia ve T lenfosit sayisinda azalma oldugu
gosterilmistir (144, 145). TBH sonrasi IL-1 dretiminde major rol oynayan
inflamazomlar (NLRP1, NLRP2, NLRP3 ve AIM2), mikroglialarda, néronlarda ve
astrositlerde eksprese olur (146, 147). Son yapilan TBH galismalari, inflamazom ve
komponentlerinin travma sonrasi ilk 24 saatte arttigini ve 7 glne kadar bu artigin
devam ettigini géstermektedir (119, 148). IL-1B piki ise travma sonrasi yaklasik 6.

saatte olmaktadir ve IL-18’e g6re daha hizli diigerek 7. gline kadar devam etmektedir.

Literatlrde cesitli deneysel hayvan modellerinde farkli dozlarda verilen DEX,
inflamazom aracili IL-1B Uretimini azaltarak antiinflamatuar etki géstermektedir (16,
130, 149). Ancak bu galisma deneysel kafa travmasi modelinde DEX’in inflamazom

ve IL-1B Uzerindeki etkilerinin gdsterilimesi agisindan ilktir.
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Yapilan ¢alismalarda daha digsiik dozlarda antiinflamatuar etki gsteren DEX,
bu calismada klinikte minimum sedasyon dozu olarak kullanilan 200 ug/kg ile IL-13
salinimini  azaltmistir. NLRP3 inflamazom kompleksi degerlendirildiginde
antiinflamatuar etki hem literatiirdekine benzer sekilde gosteren 40 ug/kg hem de 200
pa/kg dozunda gorulmustir. DEX verilmeyen kontrol grubunda ise aksine IL-1B ve
NLRP3’Un arttigi gérilmektedir.

TBH sonrasi néroinflamasyonda, inflamazomlarin aktive olmasiyla IL-1 ve
IL-18 artiginin yani sira hasarli bdlgeye mikroglia, astrosit ve T lenfositler gibi
noroinflamatuar hlcrelerin migrasyonu da goérilir. Gé¢ eden mikroglialarin aktive
olmasiyla travmaya inflamatuar yanit tetiklenir veya ¢6z0lir. Bu mikroglialar M1 veya
M2 fenotipindedir. Wang ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, travma sonrasi 3.-
7. gunler arasinda Iba-1 ile pozitif boyanan mikroglialarin siklikla M1 fenotipinde
oldugu, 5. gunden itibaren ndrotrofik faktorler salgilayarak doku yapimini artiran M2
fenotipindeki mikroglialarin baskin hale geldigi goértulmustir (150). Ayni zamanda
beyaz cevher-myelin hasarinda da 3.-7. glnlerde pik yapan M1 fenotipindeki
mikroglialar yer almaktadir. Bu galismada oldugu gibi bircok calismada CD11b, CD45,
CX3CRH1, Iba-1 gibi makrofaj/mikroglia belirteci kullandigi icin makrofaj ve mikroglialar
birlikte degerlendiriimektedir. Ancak sonraki g¢alismalarda daha spesifik belirtecler
kullanilarak inflamatuar siregte farkli gorevleri olan makrofaj ve mikroglia ayriminin

yani sira M1 ve M2 fenotipindeki mikroglialarin ayrimi da yapilabilir (140).

DEX'in cesitli yolaklari kullanarak mikroglialar aracihgiyla inflamasyonu
engelledigi deneysel galismalarda goésterilmistir (149). Bu ¢alismada kafa travmasi
olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin beyin dokularinda Iba-1
immunreaktivitesi gosteren mikroglial huacreler ve morfolojilerine goére aktif
mikroglialar degerlendirildiginde ila¢ verilen deney gruplarinda mikroglial gogin ve

aktivasyonun azaldigi géralmustar.

inflamatuar yanitta gérev alan diger hiicre grubu ise ge¢ dénemde gériilen ve
kazanilmig bagisiklik sisteminin bir pargasi olan T lenfositlerdir. Kan-beyin bariyerinin
bozulmasiyla inflamatuar sinyal molekiller kapiller yataklara ekstravaze olur ve basta
T lenfositler olmak Uzere diger I6kositlerin de mikroglial aktiviteninin oldugu hasarl
bdlgeye migre olmasini saglar (151). Bu gé¢ travma sonrasi 1. glinde baslar, 4.-10.

gunlerde en ylksek seviyeye ulasir (152).
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Bu calismada travma olusturulan gruplardaki beyin dokulari incelendiginde
sayica daha az CD3+ T lenfosit gorilmektedir. Bu durum daha dnce de bahsedildigi
gibi T lenfositlerin ge¢ dénemde hasarl bdlgeye ulagsmalari ile agiklanabilir. 40 pg/kg

DEX verilen grupta T lenfositlerin anlamli olarak azaldidi gérilmektedir.

Calismamizda farelerde kafa travmasi modeli olusturulduktan yarim saat
sonra 2 farkli dozda verilen DEX (40 ve 200 pg/kg), 3. ginde beyindeki hasar
noéroinflamasyon igin cesitli belirteclerle degerlendirildiginde antiinflamatuar etki
g6stermektedir. inflamasyonun erken déneminde (1. giin) etkin olan inflamazomlar ve
Ozellikle IL-1B, yuksek doz (200 pug/kg) DEX ile; daha ge¢c dénemde dokuda gorilen
T lenfositler ise digtuk doz (40 pg/kg) DEX ile baskilanmaktadir. Bu durumda
travmanin erken déneminde IL-1( salinimi azaltmak i¢in 200 ug/kg dozunda yikleme
yapilip sonrasinda T lenfositlerin inflamasyonda yer aldigi ge¢ dénemde 40 ug/kg
DEX ile idame edilebilir. Ancak hipotansiyon, bradikardi gibi mevcut yan etkiler

nedeniyle vital bulgularin monitorizasyonu ve siki izlemi 6nem tagimaktadir.

ult | | Inflammasome Hyperactivation

Na'l've
IMacrophag_] | Mlcroglla | | Astrocyte ]

Neuronal InjuryIDeath ,_____—————/)

Sekil 5.2. TBH'de primer hasar sonrasi olugan néroinflamasyon kaskadi (9).
inflamazomlarin aktive olmasiyla inaktif formda bulunan IL-1B ve IL-18, kaspaz-1
aktivitesiyle matir hale gelir. Bu proinflamatuar sitokinler hem SSS’de hem de
periferde bulunan immun hicrelerin hasarli bdlgeye gé¢ etmesini saglar. Sonucta

néronal hasar ve 6lum meydana gelir.
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Sonugc olarak TBH sonrasi nérodejenerasyon ve noérolojik fonksiyon kaybinin
olusumunda néroinflamasyon ve mikroglial aktivasyon o6nemli sekonder hasar
mekanizmalaridir. Néroinflamatuar yanit ayni zamanda doku tamirinde de rol alir.
Norotoksik etkiler azaltilirken nérotrofik etkilerin desteklenmesi travma sonrasi
rejenerasyon ve doku yapimi i¢in uygun ortamin olusturulmasi igin 6nemlidir. Yeni
noéroprotektif tedavi modaliteleri, posttravmatik ndéroinflamasyon ve mikroglial
aktivasyonu hedef almaktadir. Sekonder hasar mekanizmalarinin patofizyolojisinin
daha iyi anlasilmasi ve hedefe yonelik etkin tedavi segeneklerinin belirlenebilmesi igin

yeni deneysel ve klinik galismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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6. SONUG

Bu calismada Swiss albino farelerde agirlik disirme metoduyla olusturulan kafa

travmasi modelinde iki farkli dozda verilen DEX'in inflamasyon Uzerindeki etkileri

incelenmistir.

1)
2)

DEX, travmatik beyin hasarinda inflamasyonu cesitli yollarla azaltmaktadir.
40 pg/kg DEX ile noérolojik olarak anlaml bir iyilesme saglandigi (p=0,024,
n=5/grup), 200 pg/kg DEX verildiginde ise iyilesmenin istatistiksel olarak
anlamli olmadig gorilmuastur (p=0,06, n=5/grup).

200 pg/kg DEX verilen grupta IL-18 salinimi anlamh olarak azalmigtir
(p=0,028, n=5/grup).

Iba-1 ile mikroglial hiicreler degerlendirildiginde, 200 pg/kg DEX ile mikroglial
gbgun anlamli olarak daha az oldugu gérilmektedir (p=0,031, n=5/grup).

40 ve 200 pg/kg DEX verilen gruplarda kontrol grubuna gore aktif mikroglia
saylisi anlamli olarak azalmistir (p=0,0357 ve p=0,0357, n=5/grup).

CD3+ T lenfositler, 40 pg/kg DEX ile anlamli olarak azalmistir (p=0,05,
n=5/grup).

NLRP3 inflamazom kompleksi ise hem 40 pg/kg hem de 200 pg/kg DEX
verildiginde anlamli olarak azalmistir (p=0,031 ve p=0,031, n=5/grup).
Histopatolojik incelemelerde, DEX verilen deney gruplarinda sitotoksik
6demin azaldigi géralmustar.

Literatirde DEX daha diusUk dozlarda antiinflamatuar etki gdsterirken bu
calismada klinikte minimum sedasyon dozu olarak kullanilan 200 ug/kg’nin
travmatik beyin hasarinin erken dbéneminde antiinflamatuar etkisi

gOsterilmistir.

Sonug olarak, kafa travmasinda DEX néroinflamasyon ve mikroglial aktivasyonu

inhibe ederek norolojik fonksiyonlarda diuzelmeye katki saglamaktadir.
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