T.C.
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
ACIL TIP ANABILIM DALI

KAFA TRAVMASI OLUSTURULAN RATLARDA ESCULETININ
POSTTRAVMATIK NORONAL HASARDA ANTI-ENFLAMATUAR
ANTI-OKSIDAN ETKISININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZi

MEHMET CORUMLU

TEZ DANISMANI
Dr. Ogr. Uyesi Beliz Oztok Tekten

BOLU, KASIM - 2023



KABUL VE ONAY SAYFASI

Mehmet Corumlu tarafindan hazirlanan “Kafa Travmasi1 Olusturulan

Ratlarda Esculetinin Posttravmatik Noronal Hasarda Anti-Enflamatuar

Anti-Oksidan Etkisinin Arastirilmasi” adli tez ¢alismasi jiirimiz tarafindan

Acil Tip Anabilim Dali’nda Tipta Uzmanlik Tezi olarak oy birligi ile kabul

edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Beliz Oztok Tekten
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Uye
Doc. Dr. Kaan Celik
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Uy
Dr. Ogr. Uyesi Mustafa Enes Demirel
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Imza

29/11/2023



ETiK BEYAN

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Yazim

Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢aligsmasinda;

» Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik

kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,

> Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak

kurallarina uygun olarak sundugumu,

» Tez ¢alismasinda yararlandigim eserlerin timiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

> Kaullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

> Bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu bildirir,

aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.
Teze iliskin Turnitin adli programinda enstitii miidiirliiglince belirlenen
filtrelemeler uygulanarak alinmis olan benzerlik raporuna gore, tezin benzerlik

orani %30’u gegmemektedir.

Bu ¢alisma icin Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Yerel

Etik Kurulundan 2023/09 sayist ile etik izin alinmustir.

DR. MEHMET CORUMLU



OZET

KAFA TRAVMASI OLUSTURULAN RATLARDA ESCULETININ
POSTTRAVMATIK NORONAL HASARDA ANTI-ENFLAMATUAR
ANTI-OKSIDAN ETKISININ ARASTIRILMASI
TIPTAUZMANLIK TEZI
DR . MEHMET CORUMLU
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ACIL TIP ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI BELiZ OZTOK TEKTEN)

BOLU, KASIM -2023
XIl +52

GIRIS VE AMAC: Kafa travmasi ve sonrasinda gelisen travmatik beyin
hasar1 diinyada ve iilkemizde 6liim ve sakatliklara neden olan 6nemli bir
problemdir. Kafa travmasi sonrasi travmatik sekonder beyin hasarina yonelik
tedavi segenekleri sinirlidir. Bu galismada bir kumarin tiirevi olan eskuletinin kafa
travmasi sonrasi noroprotektif etkisini ve sekonder travmatik beyin hasarina
neden olan oksidatif stres ile asir1 inflamatuvar cevaba olan etkisini gérmeyi
amagcladik.

MATERYAL VE METOD: Eskuletinin travmatik sekonder beyin
hasarindaki etkisini gostermek amaciyla 48 adet erkek wistar albino rat ile kafa
travmast olusturularak deney yapilmistir. 48 adet rat 8 gruba ayrilmistir.
Sakrifikasyon sonrasi elde edilen sag hemisfer beyin dokusu 6rneklerinden
immiinhistokimyasal boyama yapilip ve histopatolojik degisiklikler incelendi.
Ratlarin sol hemisferler beyin dokular1 homojenize edilerek ELISA yontemi ile
Nrf-2, HO-1, Tnf-alfa degerleri incelenmistir.

BULGULAR: Yapilan histopatolojik incelemede kafa travmasi
olusturulan ve eskuletin tedavisi verilen ratlarda néronal dejenerasyonun az,
saglikli néronlarin 6zellikle de 100mg/kg verilen grupta daha fazla oldugu
gorilmistiir.(p<0,01) Kafa travmasi olusturulan ve eskuletin tedavisi verilmeyen
grupta noronal dejenerasyon fazla saglikli néron sayisinin diger gruplara gore
daha az oldugu goriilmiistiir. (p <0,01) Kafa travmas1 olusturulmayan ve eskuletin
verilen gruplarla kontrol grubu ile anlamli fark gdzlenmemistir. (p>0,05) ELISA
yontemi ile degerlendirilen gruplar Nrf-2, HO-1, Tnf-alfa sonuglari ile
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark goriilemedi.

SONUC: Calismamizda kafa travmasi olusturulan ratlarda eskuletinin
noroprotektif etkisinin oldugu, bu ndroprotektif etkisinin kullandigimiz eskuletin
dozuna bagli oldugunu gordiik. Eskuletinin travmatik sekonder beyin hasarindaki
noroprotektif etkisinin kullandigimiz oksidatif stres belirtegleri ve onlarin pargasi
oldugu koruyucu mekanizmalar {izerinden etkilemedigini diistinmekteyiz.
ANAHTAR KELIMELER: Eskuletin, Rat, Kafa travmasi, Oksidatif Stres, Asiri
Inflamatuar Cevap, Nrf-2, HO-1, Tnf-alfa, Travmatik Sekonder Beyin Hasar1
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INTRODUCTION: Traumatic brain injury and subsequent traumatic brain
damage are significant problems worldwide and in our country, leading to death
and disability. Treatment options for traumatic secondary brain damage after head
trauma are limited. In this study, we aimed to investigate the neuroprotective
effect of esculetin, a coumarin derivative, after head trauma and its effect on
oxidative stress and excessive inflammatory response leading to secondary
traumatic brain damage.

MATERIALS AND METHODS: An experiment was conducted by inducing
head trauma in 48 male Wistar albino rats to demonstrate the effect of esculetin on
traumatic secondary brain damage. The 48 rats were divided into 8 groups.
Immunohistochemical staining was performed on brain tissue samples obtained
from the right hemisphere after sacrifice, and histopathological changes were
examined. The left hemisphere brain tissues of the rats were homogenized for
ELISA analysis of Nrf-2, HO-1, and Tnf-alpha values.

RESULTS: Histopathological examination revealed that neuronal degeneration
was less in rats with induced head trauma and treated with esculetin, particularly
in the group administered 100mg/kg (p 0.01). In the group with head trauma
induction but no esculetin treatment, neuronal degeneration was more
pronounced, and the number of healthy neurons was lower compared to other
groups (p 0.01). No significant difference was observed between groups not
subjected to head trauma and those given esculetin (p 0.05). When the ELISA
results of the groups evaluating Nrf-2, HO-1, and Tnf-alpha were compared, no
statistically significant difference was observed.

CONCLUSION: Our study found a neuroprotective effect of esculetin in rats
with induced head trauma, and this neuroprotective effect was dose-dependent on
the administered esculetin. We discovered that the neuroprotective effect of
esculetin in traumatic secondary brain damage was not mediated through the
oxidative stress markers we used and their associated protective mechanisms.

KEYWORDS: Esculetin, Rat, Head Trauma, Oxidative Stress, Excessive

Inflammatory Response, Nrf-2, HO-1, Tnf-alpha, Traumatic Secondary Brain
Damage
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1. GIRIS

Travma diinyada en ¢ok 6liime neden olan durumlardan biridir. Bu dliimlerin

yarisini kafa travmasina bagl santral sinir sistemi yaralanmalari olusturur. 12

Kafa travmasi ve sonrasinda gelisen travmatik beyin hasar1 halk sagligini tehdit
eden 6dnemli bir problemdir. Gelismekte olan iilkelerde 6zellikle geng niifusta 6liim
ve sakatliga neden olmasi sebebiyle acil servislerde tibbi ve ekonomik agidan

onemli bir yer tutar. >4

Diinyada her sene yaklasik 50 milyon kafa travmasi ve buna bagli travmatik

beyin hasar1 vakasi bildirilmektedir. °

Travmatik beyin hasar1 patofizyolojik siireglere gore 2 ye ayrilir. Bunlar primer
ve sekonder travmatik beyin hasaridir. Primer travmatik beyin hasari travma
esnasinda kafatasina dogrudan mekanik kuvvet etkisi ile olusur. Primer travmatik
beyin hasar sonucu beyinde kontlizyon, Travmatik intrakraniyal hematomlar,
Konkiizyon, Diffiiz aksonal hasar gibi degisiklikler meydana gelebilir. Primer
travmatik beyin hasari tedavisinde ana prensip kafa i¢i basimcini diisiiriip beyin
perflizyon basincini medikal ve cerrahi teknikler bir arada kullanilarak

diizenlemektir. ©

Sekonder travmatik beyin hasar1 ise primer beyin hasarindan saatler giinler
sonra oksidatif stres ve asir1 inflamatuvar yamit etkisi ile olusur.”® Sekonder
travmatik beyin hasarina yonelik tedavi secenekleri kisithdir. Klinik ¢aligmalar
travmatik beyin hasarina bagli sekonder hasarin tedavi edilmesinin 6nemli terapotik

hedef olmas1 gerektigini gostermektedir.1%!

Oksidatif stress antioksidan sistemler ve reaktif oksijen tiirevleri arasindaki
dengesizlik nedeniyle meydana gelir. Oksidatif stresin kaynagi oksijen ve nitrojen
kaynakli reaktif maddelerdir. Beyin antioksidan sistemlerinin yetersiz olmasi
nedeniyle oksidatif strese karsi savunmasiz bir organdir. Oksijen tiiketiminin fazla
olmas1 sebebiyle reaktif oksijen radikallerinin (ROS) travma sonrasi {iretiminin
fazla olmasma neden olur. Beyinin bu yapisal oOzellikleri oksidatif strese
yatkinligini artirir. 2% Klinik ve deneysel ¢alismalarda travmatik beyin hasari
sonras1 beyinde oksidatif stresin gelistigi ve 6 aya kadar devam ettigini

gostermektedir.



Noroinflamasyon i¢ ve dig etmenlere karsi kendini savunma durumuna almasi
yani beynin savunma mekanizmasidir.'®Travma sonrasi asir1 inflamatuar cevap kan
beyin bariyeri (BBB) biitiinliiglinii bozar, beyin 6demini siddetlendirir, periferal
immiin hiicrelerin infiltrasyonunu ve noral apoptozunu artirir ve travmatik beyin
hasar1  klinigini  kotiilestirir.26Y”  Travmatik ~ beyin  hasarin1  takiben
noroinflamasyonun ve oksidatif stresin tedavi edilebilecegi ve hastalarin
prognozunun iyilestirilebilecegi yeni ve etkili yontemlerin formiile edilmesi

zorunludur.

Eskuletin benzopiron sinifina ait Antioksidan, antiinflamatuar, anti-
apoptotik, antikanser, antidiyabetik, noroprotektif etkilere sahip dogal bir
kumarindir. Eskuletin giiclii antioksidan &zelligini yapisindaki iki hidroksil
grubundan alir. Anti-inflamatuvar etkisini ise inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-
1B, IL-6, CCL2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz) liretimini azaltarak ve
niikleer faktdr kappa B (NF-kb) sinyal yolunu inhibe ederek gosterir.!® Eskuletin
kanser, diyabet, ateroskleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, alkol-dis1
yagl karaciger hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan tedavi se¢enegi

olmasi beklenmektedir.1*23

Oksidatif stres belirtegleri travmatik beyin hasarinin siddeti ve sonuglarini

degerlendirmek igin kullanlabilir.?*

Oksidatif stres yanitinin ana diizenleyicisi Niikleer faktor-eritroid-2 ile iligkili
faktor (Nrf2) fizyolojik kosullarda sitoplazmada Keapl (Kelch benzeri ECH ile
iligkili protein 1)’e bagl inaktif sekilde bulunur. Oksidatif stres durumlarinda Nrf2
Keap!l den ayrilip ¢ekirdege tasinir ve antioksidan enzimleri aktif edecek olan Nrf2-
ARE (antioxidant response element) yolunu aktive eder. Aktiflesen bu antioksidan
enzimler hiicrede antioksidan, anti-enflamasyon, anti-apoptoz ve ek hiicresel

korumasi saglar.?>?

Stres tarafindan uyarilan bir reaktif protein olan hemeoksijenaz-1 (HO-1),
Nrf2 tarafindan diizenlenen faz I1 detoksifikasyon enzimlerinden biridir.

Nrf2/HO-1 sinyal yolu, antioksidan enzim seviyelerini artirmanin ana
yollarindan biridir. Bu yolu diizenlemek oksidatif strese bagli patolojilerin tedavi
ve Oonlenmesi agisindan 6nemlidir.

TNF-a (Timor nekroz faktorii-alfa) CD4+ lenfositler, NK (Natural Killer)

hiicreleri, nétrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller, mikroglia, makrofajlar tarafindan



tiretilen akut faz reaksiyonu olusturan sistemik inflamasyonda gorev alan hiicre
sinyal glikoproteinidir. Doku ve kanda inflamasyon sonrasi ilk saptanan sitokindir
TNF-a inflamatuvar stirecleri NF-kf3 tizerinden baglatir. Eskuletin NF-kf3 {izerinden

anti-inflamatuar etki gosterir.®

Calismamizda deney hayvanlarinda olusturulan kafa travmasina baglh gelisen
sekonder beyin hasarinda, TNF-a ve Nrf2/HO-1 biyobelirtegleri iizerinden
eskuletinin antioksidan, antinflamatuvar, noroprotektif etkisinin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kafa travmasi

Kafa travmasi skalp yaralanmalarindan kafatas1 kemik kiriklar1 ve yaygin beyin

hasarina kadar degisen klinik durumu ifade eder.?’

Kafa travmasi ve sonucunda olusan travmatik beyin hasar1 acil serviste ¢ok sik

karsilasilan yiiksek mortalite ve morbidite ile iligkili bir durumdur.

Travmatik beyin hasar1 dis kuvvetlerin etkisi ile olusan beyin fonksiyonlarindaki
azalma olarak tanimlanir. Klinik bulgular1 kisa siireli konfiizyondan, koma, ciddi
sakatlik ve/veya 6liime kadar genis bir yelpazede ortaya ¢ikabilir. Hastalarda olusan

islev bozukluklar1 agir ekonomik yiiklere neden olmaktadir.?®

Travmatik beyin hasarina bagl 6liimlerin %90" ilk 48 saat icerisinde intrakranial

basincin artis1 veya beyin sap1 herniasyonuna bagh gelistigi diisiiniilmektedir.®

2.2. Kafa travmasi insidansi

Diinya genelinde yilda yaklasik 50 milyon travmatik beyin hasar1 vakasi
bildirilmektedir. Amerika birlesik devletlerinde travmatik beyin hasari insidansi
686/100.000 yil, 8liim insidans1 16,6/100.000 y1l olarak bulunmustur.’® Avrupada
ise travmatik beyin hasar1 insidans1 262/100.000 y1l, 6liim hizinin ise 10,5/100.000
yil oldugu bulunmustur. Tiim diinya iilkeleri aras1 travmatik beyin hasar1 insidansi

50 ila 686/100.000 y1l arasinda degismektedir. 2°

Toplumdaki beyin hasar1 erkeklerde kadinlardan 2 kat fazla goriilmektedir.
Travmatik beyin hasar1 insidansi 0-4 yas, 15-24 yas, ve >75 yas olarak 3 farkli yasta
pik yapar. Kafa travmasinin diinyadaki en sik sebebi trafik kazalari olup diismeler,

is kazalar1, spor yaralanmalari, darp diger nedenleridir. 3032

Tiirkiyede 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada acil servise kafa travmasi ile
basvuran hastalarda en sik nedenlerin yiiksekten diisme (%40) ve motorlu arag

kazas1 (%37) oldugu goriilmiistiir.®



2.3. Travmatik beyin hasar1 simiflamasi

Travmatik beyin hasari en sik glaskow koma skorlamasi kullanilarak siniflandirilir.
Travmatik beyin hasar1 glaskow koma skorlamasina gore; hafif, orta ve siddetli
olarak 3 e ayrilir. Glaskow koma skorlamasi hafif beyin hasarinda 14-15, orta beyin

hasarinda 13-9, siddetli beyin hasarinda 8-3 seklinde siniflandirilir. *

DEGERLENDIRME KRITERLERI
GOZ YANITI (E):
Gozler spontan agik
Gozlerini sdzel uyariyla acar

Gozlerini agrili uyaranla acar

PN W A

Gozlerini tim uyaranlara ragmen agmaz

MOTOR YANIT (M):

Komutlara uyar

Agrili uyaran verildiginde lokalize eder

Agrili uyaranla geri gekme hareketi uygular

Agrili uyarana anormal fleksor yanit verir (dekortike pozisyon)

Agrili uyarana anormal ekstansoér yanit verir (deserebre pozisyon)

R N W~ OO

Tepki Vermez

SOZEL YANIT (V):

Oryante

Uyumsuz kendi kendine sagma cevaplar verir
Birbiriyle baglantisi olmayan kelimeler sdyler
inleme seklinde anlamsiz sesler ¢ikarir

Verbal yanit yok

w N W~ o

TOPLAM

Tablo 2.1 : Glaskow Koma Skorlamasi



2.4. Travmatik beyin hasarinda klinik prezentasyon ve tedaviler

Tani, hastanin fiziksel muayene ve goriintiilleme yontemleri kullanilarak konur.
Bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintileme (MRG) gibi
gorlintiilleme teknikleri, beyin hasarinin anatomik lokalizasyonu ve siddetini
belirlemek i¢in kullanilir. Prognoz, hasarin derecesine, yerine, hastanin yasina,
genel saglik durumuna ve tedaviye ne kadar erken baslandigina bagli olarak
degisebilir. Prognozu etkileyen faktorler arasinda biling kaybinin siiresi, post-

travmatik amnezi, ve GKS (Glasgow Koma Skalas1) skoru gibi faktorler yer alir.

2.4.1. Fokal beyin hasan

24.1.1. Kontiizyon

Kontiizyonlar genellikle subfrontal korteks, frontal ve temporal loblarda goriiliir.
Kontiizyonlar kiint travmanin oldugu tarafta veya tam zitt1 yonde (coup veya
counter-coup) gelisebilir. Cogunlukla girisim gerektirmez kendiliginden diizelir.
Tedavisinde asil amag artmis kafa i¢i basinci azaltmaktir. Kontiizyonlarin geriledigi
bolgelerde bir kag giin icerisinde kafa i¢i kanamalar goriilebilir. Koagitilopatisi olan
hastalarda bu durum daha sik goriiliir. Koagiilopatisi olan hastalarda zihinsel durum

degisikligi olursa BT ¢ekilmelidir. 2



Fotograf 2.1 : Travmatik kontiizyona bagli gelisen bayin dokusu igerisindeki

kanama alanlar1 2

24.1.2. Travmatik intrakraniyal Hematomlar

2.4.1.2.1. Subaraknoid kanama

Travmatik subaraknoid kanama beyin omurilik sivisinda kan olmasidir. Beyin
parankimi ve subaraknoid damarlarm hasar gérmesinden kaynaklanir.?® Erken
gelisen travmatik subaraknoid kanamasi olan hastalarin travmatik olmayan

subaraknoid kanamas1 olan hastalara gore 3 kat daha fazla mortalite riski vardir. 34



Fotograf 2.2 : Subaraknoid kanama?®

2.4.1.2.2. Epidural hematom

Epidural hematom, genellikle kafa travmasi sonucu ortaya ¢ikar. Kafatasinin dis
yiizeyi ile beyin zarlar1 arasindaki epidural boslukta kan birikmesi ile olusur. En sik
temporal kemigin fraktiirli sonrasi arteria meningea media yaralanmasi ile meydana
gelmektedir. En sik temporoparietal bolgede goriiliir. Epidural hematom, kafa
travmasindan sonra hizli bir sekilde ortaya cikabilir ve tedavi edilmezse yasami
tehdit edici olabilir. Tedavisi cerrahi yontemlerle hematomun bosaltilmasi ve

kanamay1 durdurmaya yonelik yontemleri icerir. 3



Fotograf 2.3 :Epidural Hematom?®

2.4.1.2.3. Subdural Hematom

Beyin ve duramater adi verilen beyin zarlari arasindaki subdural boslukdan
gecen venlerin yirtilmasi veya gerilmesi ile subdural alanda kan birikmesidir.
Subdural hematomlar genellikle daha yavas bir sekilde gelisebilir ve belirtiler

zamanla artabilir. Oliimle sonuglanan kafa travmalarmin %30 undan sorumludur.
35



Fotograf 2.4 : Subdural Hematom 28

2.4.1.2.4. Travmatik intraserebral hematom
Eriskinlerde daha sik goriiliir. Penetran kafa travmalari, kafatasi ¢okme kiriklari,
akselerasyon/deselarasyon yaralanmalar1 en sik sebepleridir. 3
Kontiizyon alanlarinda antikoagiilan kullanan hastalarda hematom gelisme riski
daha yiiksektir. 3’
2.4.2. Diffiiz Beyin Hasar
24.2.1. Konkiizyon

Travmatik beyin hasarinin en sik goriilen bi¢imidir. Kranial BT de siklikla
patoloji saptanmaz. Gegici biiling kaybi1 gibi klinik bulgular goriiliir. Kranial MR
da sitotoksik 6dem goriilebilir.*® Semptomlar genellikle kendiliginden geriler.
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2.4.2.2. Diffiiz aksonal hasar

Beynin maruz kaldig1 akselerasyon/deselarasyon sonucu meydana gelen
aksonal yirtilma yaralanmasidir. Yaralanma non hemorajik oldugu i¢in BT
genellikle normaldir. Diffliz aksonal hasarda tant MR ile konur. En sik fronto-
temporal bolgedeki gri/beyaz cevher ayriminda meydana gelir. Diffiiz aksonal

hasar travma aninda meydana gelen ani biling kayb ile karakterizedir. *

Fotograf 2.5: Aksonal yaralanmaya bagl gri ve beyaz cevher ayriminin

yapilamadig1 beyin dokusu 2

2.5. Travmatik beyin hasarinin mekanizmasi

Travmatik beyin hasar1 patofizyolojik siireglere gore primer ve sekonder beyin
hasar1 olarak siiflandirilir. Primer Travmatik beyin hasari, dogrudan mekanik bir
kuvvet nedeniyle olusurken, sekonder travmatik beyin hasari oksidatif stres,

inflamasyon, otofaji, néronal 6liim gibi patofizyolojik siirecleri igerir. "&3°
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2.5.1. Primer travmatik beyin hasari

Primer travmatik beyin hasar1 genellikle mekanik nedene ve anatomik bir
lezyona baghdir. En sik sebep olan mekanizmalar ise akselerasyon /deselerasyon,
dogrudan etki, delici yaralanma ve patlamalardir. Primer hasar laserasyon,

kontiizyon, intrakraniyal kanamalar ve diffiiz aksonal hasari igerir. 4°

2.5.2. Sekonder travmatik beyin hasari

Sekonder travmatik beyin hasari, uzun siireli néropatolojik degisikliklere yol
acan gecikmis ve uzamis karmasik bir yanitdir. Sekonder beyin hasarina; asiri
glutamat iiretimine bagl eksitotoksisite, serbet radikal iiretimine bagli oksidatif
stres, agir1 ndroinflamatuvar yanit neden olur.® Sekonder beyin hasari, primer beyin
yaralanmasini takiben saatler veya glinler sonra ortaya ¢ikar. Sekonder norotoksik
kaskad beyin hasarinin devam etmesine ve uzun dénemde travmanin neden oldugu
hasardan daha koti norolojik sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olur.*
Gilintimiizde klinik ¢alismalar travmatik beyin hasarina bagli sekonder hasarin

tedavi edilmesinin 6nemli bir terapotik hedef oldugunu gosteriyor.1%!

2.6. Oksidatif stres

Oksidatif strese hiicre ve dokulardaki reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
antioksidatif savunma sistemleri arasindaki dengesizlik neden olur. Beyin, viicudun
kullandig1 toplam oksijen miktarinin yaklasik %20'sini kullanir. Yaralanma sonrasi

artan oksijen tiiketim hizi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretme olasiligini artirir.

Oksidatif stres, oksidatif enzimlerin aktivasyonu, nitrik oksitler ve lipid
peroksidasyonun yani sira glutamaterjik néronlarin artmis  eksitotoksik
aktivasyonunu da igerir.1#41%? Beyin parankimi serbest radikal reaksiyonlarina ve
lipid peroksidasyona kars1 6zellikle hassas olan doymamis yag asitleri ve ¢oklu
doymamis yag asitlerini bulundurur. Beyin aymi zamanda serbest radikal
12,1329

yaralanmasiyla dogrudan iligkili olabilen yliksek miktarda demir igerir.

Beyinin bu yapisal 6zellikleri oksidatif strese yatkinligini artirir.

Beyinin oksidatif stres’e bagli hasar1 azaltabilecek savunma mekanizmalar1
diger organlara gore simirlidir.*® Bu nedenle antioksidan mekanizmalar disaridan

desteklenmelidir.
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Hem klinik hem de deneysel travmatik beyin hasari1 ¢alismalarinda beyinde
oksidatif stres gelistigi ve olusan hasarin yaralanmadan sonra 6 ay daha devam

ettigi gosterilmistir.12*

2.7. Noroinflamasyon

Normal sartlar altinda ndroinflamasyon beynin plastisitesi, doku tamiri ve
noroprotektivite acisindan faydalidir. Noroinflamasyon i¢ ve dis etmenlere karsi
kendini savunma durumuna almasidir yani beynin savunma mekanizmasidir.®
Mikroglia ve astrositler, travmatik beyin hasari ile karsilastiktan sonra aktive olur,
bu da travmatik beyin hasarini artiran noroinflamatuar mediatdrlerin asir1 liretimine
yol acar. Asirt noroinflamasyon, kan beyin bariyeri (BBB) biitlinligiinii bozar,
beyin 6demini siddetlendirir, periferal immiin hiicrelerin infiltrasyonunu ve noral
apoptozunu artirir. Bunun sonucunda kafa travmasi sonucu olusan anormal

inflamatuvar yanit néronal 6liime yol agar. 167

2.8. Sekonder hasar tedavisinin 6nemi ve secenekleri

Kafa travmasina bagl akut travmatik beyin hasar1 tedavi seceneklerinin sinirl
oldugu ciddi bir saglik sorunudur. Cerrahi tedavi travmatik primer beyin hasarinda
kullanilan ilk secenektir fakat sekonder travmatik beyin hasari tedavisi i¢cin FDA
onayl bir tedavi yoktur. Travmatik beyin hasarimi takiben ndroinflamasyonun ve
oksidatif stresin tedavi edilebilecegi ve hastalarin prognozunun iyilestirilebilecegi

yeni ve etkili yontemlerin formiile edilmesi zorunludur.

Serbest radikal temizleyicileri, antienflamatuvarlar, antioksidan sistem
aktivatorleri, serbest radikal iireten enzimlerin inhibitorlerini ve antioksidan
enzimleri iceren bir dizi antioksidan tedavi test edilmistir.*>#® Travmatik beyin
hasar1 modelinde antioksidan seviyesinin artirilmasinin inflamasyonu ve buna bagl
olarak sekonder beyin hasarini azalttifi bildirilmistir. Antioksidan tedaviler
Travmatik beyin hasar1 sonrasi bilissel ve fonksiyonel iyilesmeye neden olmustur,

hastalar icin umut verici bir tedavi secenegi sunmaktadirlar.4"-4°
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2.9. Eskuletin

Eskiiletin (ESC), dogal bir benzopiron sinifina ait bir dihidroksi-kumarindir;
Fraxinus rhynchophylla Hance'in dal kabugundan ve gévde kabugundan elde edilir.

Antioksidan, antiinflamatuar, anti-apoptotik, antikanser, antidiyabetik,
noroprotektif ve kardiyovaskiiler koruyucu aktivitelerin yani sira antibakteriyel
aktivite gibi Ozelliklerine dayanarak; kanser, diyabet, ateroskleroz, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi, alkol-dis1 yaglh karaciger hastaligi (NAFLD)

tedavisinde kullanilan bir tedavi secenegi olmasi beklenmektedir.1%-235051

Kumarin bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri ve terapotik uygulamalari
kimyasal yapilarina baghdir. Eskiiletin, 6. Ve 7. karbonlarina bagli 2 hidroksil
grubuna sahiptir. Eskuletinin hidroksil gruplart bu bilesigin oksidatif stresi inhibe

edip giiclii bir antioksidan olmasini saglar.®

Eskuletin, enflamasyonu azaltmaya yardimci olur ve bu nedenle enflamatuar
hastaliklarin tedavisine katkida bulunabilir. Eskuletinin anti-inflamatuvar etkisini
Inflamatuvar sitokinlerin (TNF-o, IL-1p, IL-6, CCL2 ve indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz) lretimini azaltarak ve niikleer faktér kappa B (NF-kb) sinyal yolunu

inhibe ederek gosterir. 18

Yapilan caligmalarda Esc'min ndronal apoptozu azaltarak serebral
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 lizerinde kurtarici etkisi oldugu bulunmustur.
Noronlarda NMDA kaynakli toksisite karsisindaki noroprotektif etkisini, hiicresel
glutatyon seviyesini artirarak gostermistir. ° Baska bir ¢alismada Esc’nin serebral
I/R hasar1 iizerindeki néroprotektif mekanizmasini incelendiginde Esc'nin apoptoz
belirteci olan kaspaz 3 diizeyini azalttigi goriilmiistiir. %3

Eskuletinin ndroprotektif etkisini néroinflamasyon, oksidatif stres ve noronal
apapitoz azaltarak ortaya ¢ikarir. Travmatik sekonder beyin hasarinda eskuletinin
bu etkileri araciligi ile kafa travmasma bagli ortaya c¢ikan sekonder hasar

tedavisinde kullanilan bir tedavi secenegi olmasi beklenmektedir.

14



2.10. Oksidatif stres belirtegleri

Travmatik beyin hasari1 patofizyolojisinin 6nemli bir bileseni olan oksidatif
stres; noronal hasar, enflamasyon, hiicre 6liimii ve norolojik islev bozukluguna
katkida bulunabilir. Oksidatif stres belirtecleri, travmatik beyin hasarinin siddeti ve

sonuglarini degerlendirmek amaciyla kullanilabilir. 24

2.10.1. Niikleer faktor-eritroid-2 (Nrf-2)
Niikleer faktor-eritroid-2 ile iligkili faktor (Nrf)-2, bir transkripsiyon faktorii

ve antioksidan savunma yanitinin ana  diizenleyicisidir.  Hiicreleri

sitotoksik/oksidatif hasardan korumada énemli bir rol oynar. >4

Fizyolojik kosullarda, Nrf2, sitoplazmada Keapl (kelch benzeri ECH ile
iligkili protein1) ile bagli bulunmaktadir. Yaralanma durumlarinda Nrf2 Keap1'den
ayrilir ve ¢ekirdege tasmir, burada Nrf2-ARE (antioxidant response element)
yolunu aktive eder. Bu yol; heme oksijenaz-1 (HO-1), NAD (P) H: kinon
oksidoreduktaz-1 (NQO-1), glutatyon peroksidaz (gpx), glutatyon-S-transferaz
(GST) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimleri aktiflestirir. Aktiflesen
enzimler antioksidan, anti-enflamasyon, antiapoptoz etkilerinin yani sira ek

hiicresel koruma saglar.2%2°

2.10.2. Hemeoksijenaz-1 (HO-1)

Hemeoksijenazlar Hem’1 parcalayarak karbonmonoksit (CO), serbest demir,
ferritin tiretimininde rol oynarlar. Stres tarafindan uyarilan bir reaktif protein olan
hemeoksijenaz-1 (HO-1), Nrf2 tarafindan diizenlenen faz II detoksifikasyon
enzimlerinden biridir.  Anti-enflamatuar, anti-oksidan, anti-apoptotik ve

antitrombotik etkileri vardir. %6

2.10.3. Nrf2/HO-1 sinyal yolu

Serbest  oksijen radikalleri; apoptoz, inflamasyon, mitokondrial
depolarizasyon, lipid peroksidasyonu ve hasarlit DNA'nin birikmesine neden olarak
bir¢ok hastaligin ilerlemesini hiicresel diizede artirir. Antioksidanlar bu hastaliklar
icin potansiyel bir tedavi yontemi olabilir. Nrf2/HO-1 sinyal yolu, antioksidan

enzimlerin seviyelerini artirmanin ana yollarindan biridir.
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Hipokampiis’de Nrf2/HO-1 yolaginin aktivasyonunun travmatik beyin
hasarinda ndroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica, antioksidan bilesiklerin
ve ilaglarin  kullanilmasi, Nrf2/HO-1 sinyal yolunun aktivasyonunu

kolaylastirabilecegi bulunmustur. >"58

2.11. Noroinflamasyon belirtecleri

2.11.1. Tiimoér nekroz faktorii-alfa (TNF-a)

TNF-a (Tiimor nekroz faktorii-alfa) akut faz reaksiyonunu olusturan sistemik
inflamasyonda yer alan bir hiicre sinyal glikoproteinidir. CD4+ lenfositler, NK
hiicreleri, nétrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller, mikroglia, makrofajlar tarafindan

tiretilir. TNF-a reseptorleri hiicre zarinda bulunur.

Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrast kanda ilk saptnan sitokindir ve bir¢ok
otoimmiin hastalikta inflamasyonun baslamasinda ve devam ettirilmesinde 6nemli

rolii bulunmaktadir. *°

TNF-o NF-«p iizerinden inflamatuar siireleri baslatir.%’ Eskuletin NF-xp iizerinden

anti-inflamatuar etki gosterir.

2.11.2. Nrf2/HO-1 sinyal yolu ve TNF-a.

Travmaya bagli beyin hasari sirasinda farkl hiicre 6liim tiirlerinin meydana geldigi

bulunmustur, bunlar arasinda apoptoz, nekroptoz ve ferroptozis bulunur. 653

Nekroptoz, tiimor nekroz faktorii alfa (tnfa) ve/veya Fas'in aktivasyonuyla baslar,

bu da bu siireci kaspaz bagimli apoptozdan ayirir. %

Aktive olmus reseptorle etkilesen protein 1 (RIPK1) ve reseptorle etkilesen protein
3 (RIPK3), nekrosom kompleksi olusturmak {izere bir araya gelir, bu da
nekroptozun kilit bir diizenleyicisi olarak kabul edilir. Son olarak, nekrosom
tarafindan fosforile edilen karisik kokenli kinaz alan benzeri psddokinaz (MLKL),
hiicre zarina baglanir ve hiicre zarinin patlamasina ve biiylik miktarda enflamatuar
faktoriin serbest birakilmasina yol agar, bu da anormal mikroglial aktivasyonun

neden oldugu patolojik siire¢le uyumludur. -8

Son bulgular, mitokondriyal anormal oksidatif stresin nekroptozu tetikledigini

gostermektedir. %°
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Calismalar oksidatif stresin azaltilmasi ve Nrf-2/HO-1 sinyal yolu aktivasyonunun
travmatik beyin hasar1 sonrast nekroptozun bir parcasi olabilecegini

gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz tek merkezli prospektif bir calismadir.Eskuletinin sekonder
travmatik beyin hasarindaki anti-enflamatuar anti-oksidatif anti-apoptotik etkilerini
arastirdigimiz hayvan deneyi ¢alismas1 Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Deney
Hayvanlar1 Labaratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismamizda 48 adet wistar
albino erkek rat kullanilmistir.

Deney gruplar:

Grup 1(Kontrol): 6 rattan olusan kontrol grubu.

Grup 2(ESC 20mg): Travmatik beyin hasari olusturulmadan ve travma
uygulanan gruplarla es zamanli Intraperitoneal 20 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 3(ESC 50 mg): Travmatik beyin hasari olusturulmadan ve travma
uygulanan gruplarla es zamanli Intraperitoneal 50 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 4(ESC 100 mg): Travmatik beyin hasari olusturulmadan ve travma
uygulanan gruplarla es zamanli Intraperitoneal 100 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 5(ESC 20mg+Kafa Travmasi): Travmatik beyin hasar1 olusturulacak
ve travma sonras1 Intraperitoneal 20 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 6(ESC 50mg+Kafa Travmasi): Travmatik beyin hasari olusturulacak
ve travma sonrasi Intraperitoneal 50 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 7(ESC 100mg+Kafa Travmasi): Travmatik beyin hasari
olusturulacak ve travma sonrasi Intraperitoneal 100 mg/kg esc uygulanacak grup.

Grup 8(Kafa Travmasi): Sadece travmatik beyin hasar1 olusturulacak grup.

Denek ratlar travmadan 6nce ve travma sonrast sakrifikasyona kadar 17-21°C
sicaklik ve %50 nemli odalarda 12 saat karanlik 12 saat giindiiz olacak sekilde
barmdirilmistir. Yem ve su kisitlamasi1 yapilmamagtir.

Calismada kullanilan kafa travmast modeli mychasiuk ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir.”* Bu modelin segilmesinin nedeni diger modellere gore
daha az mortalite ile sonuglanmasi ve travmanin c¢alisma hipotezine uygun

olmasidir. 172

Travma 150g agirliginda, iist ucunda misina ile yiikseklik tespiti saglayan bir
halka bulunan, silindirik tek parca metal agirlik 1,5 metre yiikseklite ve 2,2cm
capta, seffaf tiip icinden, 50cm yiikseklikten ratin verteksi iizerine diisiirtilerek
olusturuldu. Siirtiinmeyi en aza indirmek i¢in rat Teflon kilavuz iizerinde askiya
alindi. Travma olusturmadan oOnce ratlara anestezik isofluran ve travma
olusturulacak bolgeye lidokain ile lokal anestezi uygulandi.
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Fotograf 3.1: Travma modelini olusturmak i¢in yapilan diizenegin uzak
gorunimu

Fotograf 3.2: Gaz anestezi sonrasi travma modeli olustrumak icin
ratin duzeneg@e yerlestiriimesi
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Wang ve ark 2012de yaptiklar1 orta serebral arter okliizyonu sonrasi
iskemi/reperfiizyon hasarinda eskuletinin noéroprotektif etkisini arastirdiklari
deneyde kullandiklar1 eskuletin dozlar1 referans alinmistir. Ayni calismada
intraperitoneal ve intratekal kullanilan eskuletin etkinligi arasida fark olmamasi
nedeniyle ¢alismamizda eskuletin verilis yoOntemi intraperitoneal olarak
secilmistir.>

Calismamizda travmatik beyin hasar1 olusturulan ve olusturulmayan
gruplarda es zamanli olarak travma sonrasi intraperitoneal esculetin serum
fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriilerek verildi.

Kafa travmasi olusturulduktan 48 saat sonra ratlar ketamin (90mg /kg)
ksilazin (10mg/kg) ile anestezi olusturulduktan sonra sakrifiye edildi ve 6rnekler
alindi. Beyin dokusu sagittal planda 2 esit parcaya ayrildi. Alinan 6rneklerin yarisi
pbs (phosphate buffered saline) igine alinarak — 80 °C de , diger yarisi ise %10 luk
formaldehit igerisinde fikse edilmek iizere saklandi.

Beyinin sol hemisferinde elisa(Enzyme-Linked immunosorbent Assay) yontemi ile
Niikleer faktor-eritroid-2 ile iligkili faktér (Nrf)-2, Heme Oxygenase-1(HO-1),
TNF-o (Timor nekroz faktorii-alfa) seviyeleri 6l¢tilmiistiir.

Elisa calismalari i¢in dig alim yapilmustir. Ornekler Mega Tip San. Tic. Ltd.
Sti’den (Miicahitler Mah. 52012 Cad. No: 10/1, Gaziantep) gonderilmistir.

Ratlardan alinan sag hemisfer o6rnekleri histoloji labaratuvarinda incelendi.
Ornekler kreazil violet boyama ile boyandi. Abramov'un histolojik skorlama
sistemi kullamlarak degerlendirildi. Infiltrasyon, hemoraji ve ndronal hasar
incelendi.

Doku boyama ve histokimyasal degerlendirme histoloji ¢alismalar1 Bolu
Abant Izzet Baysal Universitesi Histoloji Anabilim Dal1 tarafindan yapilmistir.

Hayvan arastirmalari yerel etik kurul onay:

Calismamiz Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalari
Yerel Etik Kurulunun 22/02/2023 tarihli  2023/09 sayili onayr ile
gerceklestirilmistir.

Cikar catismasi ve finansal destek

Caligsma tiimiiyle ¢calismaci tarafindan finanse edilmis olup herhangi bir ¢ikar
catigmasi olmadig1 beyan edilmistir.
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3.1. Calismada kullanilan ratlar ve ozellikleri
Calismada 48 adet yetiskin Wistar albino erkek rat kullanilmistir.
10 haftalik 48 adet rat randomize 8 gruba ayrilmistir. Agirliklar1 217 -275 gr
Olctilmiistiir.
Litaratiirdeki agirlik diisme modellerindeki %30un iizerindeki 6liim orant
dikkate alinarak her grup icin 6 rat 8 gruba ayrimligtir.”> ">

Gruplar istatistiksel agidan kabul edilebilir en az sayida hayvanla benzer
calismalar dikkate alinarak olusturulmustur.

3.2. Hayvan refah

Denek ratlar travmadan dnce ve travma sonrasi sakrifikasyona kadar 17-21°C
sicaklik ve %50 nemli odalarda 12 saat karanlik 12 saat giindiiz olacak sekilde
barindirilmistir. Yem ve su kisitlamasi yapilmamastir.

3.3. Calisma gruplari

3.3.1. Grup 1 (Kontrol):

6 rattan olusan kontrol grubu. Kontrol grubundaki ratlara travma
uygulanmamistir ve intraperitoneal esculetin uygulanmamistir. Travma olusturulan
gruplarla gruplarla birlikte islemden 48 saat sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile
birlikte kardiyak eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.3.2. Grup 2 (ESC 20mg):

Travmatik beyin hasari olusturulmadan ve travma uygulanan gruplarla es
zamanli Intraperitoneal 20 mg/kg esc uygulanmistir. Isofluran gazi verilerek genel
anestezi uygulanmis ve anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikistirilmasi
ile kontrol edilmistir. Agirhigin diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi
yapilmistir. Ratlara intraperitoneal 20 mg/kg esculetin uygulandi. Islemden 48 saat
sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte kardiyak eksanguinasyon yontemiyle
sakrifiye edildi.

3.3.3. Grup 3 (ESC 50 mg):

Travmatik beyin hasar1 olusturulmadan ve travma uygulanan gruplarla es
zamanl Intraperitoneal 50 mg/kg esc uygulanmistir. Isofluran gazi verilerek genel
anestezi uygulanmis ve anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikistirilmasi
ile kontrol edilmistir. Agirligin diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi
yapilmistir. Ratlara intraperitoneal 50 mg/kg esculetin uygulandi. islemden 48 saat
sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte kardiyak eksanguinasyon yontemiyle
sakrifiye edildi.
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3.3.4. Grup 4 (ESC 100 mg):

Travmatik beyin hasari olusturulmadan ve travma uygulanan gruplarla
zamanl Intraperitoneal 100 mg/kg esc uygulanmistir. Isofluran gaz1 verilerek genel
anestezi uygulanmis ve anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikistirtlmasi
ile kontrol edilmistir. Agirligin diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi
yapilmistir. Ratlara intraperitoneal 100 mg/kg esculetin uyguland:. islemden 48
saat sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte kardiyak eksanguinasyon
yontemiyle sakrifiye edildi.

3.3.5. Grup 5 (ESC 20mg+Kafa Travmasi):

Travmatik beyin hasar1 olusturulmus ve travma sonrasi Intraperitoneal 20
mg/kg esc uygulanmistir. Isofluran gazi verilerek genel anestezi uygulanmis ve
anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikigtirtlmasi ile kontrol edilmistir.
Agirligin  diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi yapilmistir. Travma
olusturulurken siirtlinmeyi en aza indirmek icin rat teflon kilavuz iizerinde askiya
alindi. 150 gr agirlik 1,5 metre yiikseklikte misina ile tespit edildi. 1,5 metre
yiikseklite ve 2,2cm capta, seffaf tiip icinden serbest diislise birakildi. Orta
hattindan 1 cm kesilerek direnci azaltilan aliminyum folyo {izerine alinan ratin
verteksi tizerine diistiriildii. Ratlara intraperitoneal 20 mg/kg esculetin uygulanda.
Islemden 48 saat sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte kardiyak
eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.3.6. Grup 6 (ESC 50mg+Kafa Travmasi):

Travmatik beyin hasar1 olusturulmus ve travma sonrasi Intraperitoneal 50
mg/kg esc uygulanmistir. Isofluran gazi verilerek genel anestezi uygulanmis ve
anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikigtirilmasi ile kontrol edilmistir.
Agirligin - diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi yapilmistir. Travma
olusturulurken siirtiinmeyi en aza indirmek i¢in rat teflon kilavuz {izerinde askiya
alindi. 150 gr agirhik 1,5 metre yiikseklikte misina ile tespit edildi. 1,5 metre
yiikseklite ve 2,2cm capta, seffaf tiip icinden serbest diisiise birakildi. Orta
hattindan 1 cm kesilerek direnci azaltilan aliminyum folyo {izerine alinan ratin
verteksi lizerine diisiiriildii. Ratlara intraperitoneal 50 mg/kg esculetin uygulandi.
Islemden 48 saat sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte kardiyak
eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.3.7. Grup 7 (ESC 100mg+Kafa Travmasi):

Travmatik beyin hasar1 olusturulmus ve travma sonrasi Intraperitoneal 100
mg/kg esc uygulanacak. Isofluran gaz1 verilerek genel anestezi uygulanmis ve
anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikigtirilmasi ile kontrol edilmistir.
Agirligin - diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi yapilmigtir. Travma
olusturulurken siirtlinmeyi en aza indirmek i¢in rat teflon kilavuz {izerinde askiya
alindi. 150 gr agirhik 1,5 metre yiikseklikte misina ile tespit edildi. 1,5 metre
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yiikseklite ve 2,2cm capta, seffaf tiip icinden serbest diislise birakildi. Orta
hattindan 1 cm kesilerek direnci azaltilan aliminyum folyo {izerine alinan ratin
verteksi ilizerine diisiiriildi. Ratlara intraperitoneal 100 mg/kg esculetin uygulandi.
Islemden 48 saat sonra ketamin/ksilazin anestezisi ile birlikte Kkardiyak
eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.3.8. Grup 8 (Kafa Travmasi):

Sadece travmatik beyin hasar1 olusturulan grup. isofluran gaz1 verilerek genel
anestezi uygulanmis ve anestezi etkinligi righting reflex ve ayak ucu sikistirilmasi
ile kontrol edilmistir. Agirligin diisecegi alana lidokain ile lokal anestezi
yapilmistir. Travma olusturulurken siirtlinmeyi en aza indirmek i¢in rat teflon
kilavuz tizerinde askiya alindi. 150 gr agirlik 1,5 metre yiikseklikte misina ile tespit
edildi. 1,5 metre yiikseklite ve 2,2cm capta, seffaf tlip i¢inden serbest diisiise
birakildi. Orta hattindan 1 cm kesilerek direnci azaltilan aliminyum folyo {izerine
alman ratin verteksi iizerine diisiiriildii. Islemden 48 saat sonra ketamin/ksilazin
anestezisi ile birlikte kardiyak eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.4. Travma oncesi ratlarin gaz anesteziye alinmasi

Travma Oncesi ratlar seffaf gaz anestezi i¢in kullanilan diizenege alimistir.
Isofluran gazi verilerek genel anestezi uygulanmis ve anestezi etkinligi righting
reflex ve ayak ucu sikistirllmasi ile kontrol edilmistir. Anestezi alan ratlarda
agirhgin diisecegi verteks iizerine lokal anestezik lidokain pamuklu cuguk
yardimyla siiriilmiistiir. Kontrol grubu da dahil biitlin gruplara lokal
anestezi(lidokain) ve gaz anestezisi uygulanmustir.

Fotograf 3.3: Isofluran ile gaz anestezi olusturmak icin kullanilan seffaf
hazne

3.5. Sakrifikasyon ve é6rnek alinmasi

Kafa travmasi olusturulduktan 48 saat sonra ratlar ketamin (90mg /kg) ve
ksilazin (10mg/kg) ile anestezi olusturulduktan sonra kardiyak eksanguinasyon
yapildi. Ardindan dekapite edilen ratlarin skalp dokusu siyrilip bilateral foramen
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magnumdan erisim saglanarak kranium tek parca halinde disektor ile agildiktan
sonra kafatasi uzaklastirilmigtir. Ardindan beyin tek parca halinde ¢ikarildi. Beyin
dokusu sagittal planda 2 esit parcaya ayrildi. Alinan 6rneklerin sol yarisi pbs igine
aliarak — 80 °C de , sag yaris1 ise %10 luk formaldehit icerisinde fikse edilmek
tizere saklandi.

Fotograf 3.4: Sakrifikasyon sonrasi beyin dokusunun ¢ikarilmasi

3.6. Kafa travmasi agirhk diisiirme modeli

Travma olusturulurken siirtiinmeyi en aza indirmek i¢in rat teflon kilavuz
tizerinde askiya alindi. Aliminyum folyo iizerinde direnci azaltmak amaciyla orta
hattinda 1 cm kesi uygulandi. Her islem sonrasi aliminyum folyo 6zdes olarak
tekrar uygulandi. Aliminyum folyo iizerindeki rat yerden 3 cm ytikseklikte tutuldu.
Agirlik carpmadan 6nce aliminyum folyo gergin bir bicimde tutuldu. 150 gr agirlik
1,5 metre yiikseklikte misina ile tespit edilmistir. 1,5 metre yiikseklite ve 2,2cm
capta, seffaf tiip icinden serbest diisiise birakildi. Orta hattindan 1 cm kesilerek
direnci azaltilan Aliminyum folyo iizerine alinan ratin verteksi iizerine duigiiriildii.
Misina uzunlugu agirligin istenilen yerde durmasi i¢in Sl¢lilmiis ve ona uygun
kisaltilmstir. Agirlik vertekse vurup travma olusturduktan sonra folyo yirtilip tarlar
180derece doniis yapip alttaki siingere ¢arpmistir. Her ratda travma olusturduktan
sonra diizenek kontrol edilmis ve materyaller yeniden yerlestirilmistir.

3.7. Esculetin uygulamasi

20, 50 ve 100 mg/kg olarak hassas terazide dl¢iilerek 100 pl serum fizyolojik
ile ¢ozdiiriilerek intraperitoneal uygulandi.
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Fotograf 3.5: Hassas terazi ile eskuletin miktar ve ratlara kilogram basina
verilecek miktarin belirlenmesi

3.8. Elisa ¢calismasi

Calismanin ~ ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile
gerceklestirilen, Niikleer faktor-eritroid-2 ile iliskili faktor (Nrf-2), Heme
Oxygenase-1(HO-1), Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-o) dlgtimleri Mega Tip San.
Tic. Ltd. Sti’den (Miicahitler Mah. 52012 Cad. No: 10/1, Gaziantep) hizmet alim1
yoluyla gergeklestirilmistir.

Sakrifasyon sonrasi PBS igerisindeki sol hemisfer homojenize edildi. 50
mikrolitre dilue standartlardan pipetlenir diger kuyucuklara 40 mikrolitre numune
pipetlendi. Sonra 10 mikrolitre nefa antibody (biotinlated) sonra tiim kuyucuklara
yine 50 mikrolitre strepavidin hrp pipetlendi. lyice karistirild1 yaklasik 1 dk dikkatli
sekilde dokmeden .60 dakika 37 derecede inkiibe edildi. 2. Inkiibasyondan sonra 3
kez yikama islemi yapildi yikama soliisyonu konsantre oldugu i¢in Ornegin
konsantre tampon 25 ml ise 500 ml ye distile su ile tamamlandi. Inkiibasyondan
sonra 3 kez yikama iglemi yapildi. 50 mikrolitre substrate’a pipetlendi sonra 50
mikrolitre substrat b pipetlendi 10 dakika karanlikta bekletildi. Oda 1sisinda 50
mikrolitre stop soliisyon pipetlendi 450 nm okuma islemi yapilir 10 konsantrasyon
icin grafik cizdirildi. Grafikte elde edilecek olan deger absorbanstan
konstantarsyona ¢evrildi.
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3.9. Histopatolojik islemler

3.9.1. Doku orneklerinin hazirlanmasi

Deneysel iglemlerinin sonunda tiim gruplardaki sicanlar anestezi altina
alinarak beyin dokular1 diseke edildi. Beyinlerin sag ve sol hemisferleri birbirinden
ayrildi. Histopatolojik incelemeler i¢in sag hemisferler kullanildi. Ardindan 2 hafta
boyunca %10’luk noétral formalin kullanilarak fiksasyon islemi baglatildi.
Soliisyonlar 3 giinde bir degistirildi. 2 haftalik fiksasyon siiresinin tamamlanmasini
takiben sag beyin hemisferleri doku takip kasetlerine yerlestirilip uygun etiketleme
yapilarak akarsuda bir gece boyunca bekletildi ve formalin dokudan uzaklastirildi.
Akarsuda tutulan dokular oncelikle alkol serilerinden (%70, %80, %96, %100)
gecirilerek dehidrate edildi. Sonrasinda ksilen ile seffaflastirilan dokularin
paraplast ile infiltrasyonu saglandi. Sicak parafin igerisinden alinan dokular diizgiin
bir zemin {iizerinde kare sekli verilen igleri parafin ile doldurulmus L demirleri
icerisine gomiildii. Daha sonra tiim gruplar hazirlanan dikdortgen seklindeki kiigiik
kartonlarin L demirleri igerisine dokuya degmeyecek sekilde yerlestirilmesiyle

isimlendirildi ve boylece doku takip islemi siireci tamamland1 (Tablo 3.1).
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Kimyasallar Siire

% 70’1k alkol 1 saat
% 80’lik alkol 1 gece
% 96’11k alkol 1 saat
% 100’lik alkol 2 saat
% 100°1iik alkol 2 saat
% 100’lik alkol 2 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Paraplast 1 saat 30 dakika
Paraplast 1 saat 30 dakika

Tablo 3.1 : Beyin dokularina ait doku takip asamalari

3.9.2. Kesitalma

Parafine gomiilii kesitlerden 151k mikroskobik analizler i¢in rotary mikrotom
(Leica RM2125RT) kullanilarak 4 pm kalinliginda kesitler sistematik rastgele
ornekleme kuralina uygun bir sekilde 1/100 6rnekleme ile alindi. Ardindan tiim
gruplara ait alinan kesitler su sicaklig1 42°c olan ve igerisinde dokularin lama daha
kuvvetli bir sekilde yapismasi i¢in toz jelatin bulunan benmari havuzuna konuldu.
Benmari havuzundan alinan kesitler, boyama islemlerinin yapilabilmesi igin
lamlara alindi ve 58°c’lik sicakliktaki etiivde bir gece siliresince bekletilerek
dokulardan paraplastin uzaklastirilmasi saglandi ve 1s1k mikroskobik analizler i¢in

tiim kesitler krezil violet ile boyandi.

3.9.3. Krezil violet boyama islemi

Sicanlara ait beyin dokusu kesitleri 100 ml distile suda 0,1 gr cresyl violetin
¢oziilmesi ile elde edilen kreazil violet boyama prosediiriine gére boyand: (Tablo

3.2). Tum gruplardaki kesitler boyamaya dahil edilmeden 6nce tek bir kesitte pilot
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caligma yapilarak boyanin dokuya niifuz etme siiresi belirlendi. Daha sonra tiim
gruplara ait lamlar belirlenen pilot boyama prosediiriine uygun bir sekilde ilgili
boya ile boyanarak entellan ile kapatildi ve birkag giin boyunca temiz bir zemin

tizerinde bekletilerek kurumasi saglandi.

Kimyasallar Siire
Ksilen (x4) 30 dakika
% 100’lik alkol (x2) 10 dakika
% 96’11k alkol 10 dakika
% 80°lik alkol 10 dakika
% 70°lik alkol 10 dakika
Distile su 5 dakika
Krezil violet 4 dakika
Distile su 5 dakika
% 70’lik alkol 5 dakika
% 80°lik alkol 5 dakika
% 96’11k alkol 5 dakika
Krezil violet ayristiricisi Daldirip ¢ikarma
% 96’11k alkol 5 dakika
% 100’liik alkol 5 dakika
Ksilen (x2) 40 dakika
Entellan Kapama

Tablo 3.2: Krezil violet boyama prosediirii
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3.9.4. Beyin dokusunun histolojik degerlendirilmesi

Beyin dokusundaki hasarin degerlendirilmesi Nikon Eclipse 80i light
fotomikroskopta korteks bolgesinde néronal dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon ve
hiicresel sisme gibi degisiklikler dikkate alinarak yapildi. Bes farkli alan segilerek
bu morfolojik parametreler semikantitatif olarak 0-3 arasinda skorlandi. Degisiklik
olmamasi durumunda skor 0, %25’den daha az degisiklikte skor 1, % 25-75
degisiklik olmasi skor 2, % 75’dan fazla, degisiklik olmasi skor 3 olarak
degerlendirildi. Bu baglamda; gruplar arasinda karsilastirma yapilarak kantitatif
sonug elde edildi. Her parametre ayni histolog tarafindan hangi doku 6rneginin
hangi gruba dahil oldugunu bilmeden ve doku o6rnekleri i¢inden rastgele se¢im
yapilarak gergeklestirildi.

3.10. Histolojik degerlendirilme icin istatistiksel analiz

Calismada kapsaminda istatistiksel analizler igin SPSS programi (SPSS
version 21,0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanildi. Kullanilan veriler, Median
(IQR) olarak ifade edildi. Gruplara ait verilerin normallik testleri sonucunda
gruplarin normal dagilim gostermedigi saptandi. Parametrelerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmede p<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

3.11. Elisa sonuclariin Istatistiksel analizi

Calismanin ~ ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile
gerceklestirilen, Niikleer faktor-eritroid-2 ile iliskili faktor (Nrf-2), Heme
Oxygenase-1(HO-1), Tiumoér nekroz faktorii-alfa (TNF-o) 6lglim sonuglarindan
elde edilen bulgular degerlendirilirken SPSS 25 (Statistical Package for the Social
Sciences, version 25) istatistik programi kullanildi. Normal dagilimi Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler sayisal degiskenler i¢in ortalama,
standart sapma olarak verildi. Sayisal verilerde iki bagimsiz grubun
karsilagtirilmasinda bagimsiz drneklem t testi, normal dagilima uymayan verilerde
Mann Whitney U, ikiden fazla grubun karsilagtirilmasinda ise normal dagilima
uymayan verilerde Kruskal Wallis testi kullanildi. P<0,05 degeri anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Beyin Dokusunun Histolojik Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile kafa travmasi olusturulmayan eskuletinin 20 mg/kg, 50 mg/kg ve
100 mg/kg verildigi gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmedigi
gdzlendi (p>0,05). 1lgili gruplara ait kesitlerde, incelenen bolgenin genel yapisinin
ve noronlarin normal morfolojik yapida oldugu izlendi. Isik mikroskobik diizeyde
yapilan incelemede buradaki néronlarin perikaryonlarinin sinirlarinin belirgin
oldugu saptandi. Travmatik beyin hasar1 olusturulan grupta ise kontrol grubuna
nazaran ¢ok fazla sayida dejenere noron ve hiicresel sismenin oldugu ve normal
yapidaki noronlarin az sayida olmasi dikkat ¢ekti. Bu grupta yer alan hiicrelerin
hiicre smirlarinin net bir sekilde ayirt edilememesinin yani sira dar ve koyu
boyanmuis sitoplazmaya sahip ndronlar ile dejenere olmus hiicre artig1 olas1 yapilar
sikca gozlendi (p<0,01). Ayrica, TBH+ESC 100 mg/kg grubunda hiicre ve ¢ekirdek
siirlart net olarak gozlenebilen saglikli néronlar TBH grubuna gore fazlaydi

(p<0,01).
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Fotograf 4.1: Sican beyin dokusunda korteks bdolgesine ait 151k mikroskobik
goriintiileri. Kalin ok: Saglikli néron; ince ok: Glia hiicresi; ok basi: Dejenere

noron; yildiz: vaskiiler dilatasyon; ¢cember: hiicresel sisme; v: damar. Krezil violet

X 400
Gruplar
Kontro  ESC 20 ESC 50 ESC 100 TBH+ESC TBH+ESC  TBH+ES TBH P
| mg/kg mg/kg mg/kg 20 mg/kg 50 Cc 100 value
mg/kg mg/kg
Noronal 0 (0- 0.5 (0- 0.5 (0- 0.5 (0- 0.5 (0-2)2bc 1 (1-2)¢ 0(0-0,5) = 3(3-3)b 0,002
dejenerasyon 0,25)? 1,25)* 1,25)* 1,25)*
Med (IQR)
Vaskiiler 1(0-17  1(0- 0,5(0-2)* | 1(0,75- 1(0,75- 1(0- 1(0-1)* 3(2,75- 0,018
dilatasyon 1,25)* 1,25)¢ 2,25)%¢ 2,25)¢ 3)bd
Med (IQR)
Hiicresel sisme 1(0,75-  1(0-2)* 1(0-2) 1(0-2)* 1,5(0,75- 1(0-3)®  1(0- 3(2,75-  0.039
a abc ac bd

Med (IQR) D 2,25) 1,25) 3)

Tablo 4.2 : Deney gruplarinin histopatolojik degisimlere gore karsilastiriimast
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4.2. Travma Olusturulan Beyin Dokusunda HO-1 Diizeyinin Olgiilmesi
(ELiSA)

HO-1 Grupl(Kontrol): | Grup Grup Grup Grup 5(ESC | Grup 6(ESC | Grup 7(ESC
2(ESC 3(ESC50 | 4(ESC 20mg+TBH): | 50mg+TBH): | 100mg+TBH
20mg): mg): 100 mg):

1. Rat 70.100 10.017 155.123 335.466 125.467 94.882 177.811

2. Rat 176.081 196.635 60.621 59.843 49.656 47.347 46.906

3. Rat 35.223 79.492 79.633 56.172 69.394 295.199 177.375

4., Rat 67.106 62.504 98.931 81.020 55.040 81.557 54,573

5. Rat 75.978 52.541 413.015 160.463 952.152 952.152 952.152

6. Rat 112.380 50.761 70.895 73.952 38.070 18.445 86.428

Tablo 4.2 : Ratlarm ELISA yontemi ile dlgiilen HO-1 diizeyleri
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-50000

HO1

*

®

*

0

Kontrol 20makg  50mo/kg  100mag/kg TEH+20 TBH+50 TBEH+ 100 TEH
ESC ESC ESC ma/kg ma/kg ma/kg
ESC ESC ESC
Grup

Tablo 4.3 : ELISA yéntemi ile dl¢giilen HO-1 diizeylerinin karsilastiriimasi

20 mg/kg ESC, 50mg/kg ESC ve 100mg/kg ESC gruplarinin HO1 degerleri
arasinda istatistiksel anlamli fark gdzlenmedi (p1=0,220)

TBH + 20 mg/kg ESC, TBH + 50 mg/kg ESC, TBH + 100 mg/kg ESC ve
TBH gruplarinin HO1 degerleri arasinda istatistiksel anlamli fark g6zlenmedi
(p4=0,845)

20 mg/kg ESC grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p7=0,818)
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50 mg/kg ESC grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p10=0,873)

100 mg/kg ESC grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda HO1
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p13=0,749)

Kontrol grubuyla 20 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri agisindan
istatistiksel anlaml1 fark gozlenmedi (p16=0,675)

Kontrol grubuyla 50 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri acisindan
istatistiksel anlaml1 fark gozlenmedi (p19=0,423)

Kontrol grubuyla 100 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri acisindan
istatistiksel anlaml1 fark gozlenmedi (p22=0,749)

Kontrol grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p25=0,749)

Kontrol grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p28=0,631)

Kontrol grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda HO1 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p31=0,337)

Kontrol grubuyla TBH grubu arasinda HO1 degerleri agisindan istatistiksel
anlamli fark gézlenmedi (p34=0,423)

33



4.3. Travma Olusturulan Beyin Dokusunda NRF 2 Diizeyinin Olgiilmesi
(ELISA)

NRF | Grupl(Kontrol): | Grup 2(ESC | Grup 3(ESC | Grup 4(ESC | Grup 5(ESC | Grup 6(ESC | Grup 7(ESC
2 20mg): 50 mg): 100 mg): 20mg+TBH): | 50mg+TBH): | 100mg+TBt
1. 8.770.348 8.046.944 | 8.772.729 | 7.136.185 10.920.034 | 7.499.854 7.770.785
Rat

2. 7.609.731 8.017.388 | 8.446.305 | 7.055.389 | 8.610.576 8.193.533 9.514.017
Rat

3. 6.616.266 7.301.669 | 7.797.938 | 7.013.157 | 11.580.812 | 8.621.864 8.997.952
Rat

4, 12.455.716 9.620.066 | 8.383.107 | 9.052.481 13.432.470 | 8.063.702 11.640.976
Rat

5. 5.103.620 7.352.559 | 12.892.670 | 17.145.654 | 23.631.092 | 11.604.745 | 12.187.745
Rat

6. 14.559.263 10.443.761 | 8.655.993 | 7.953.759 | 23.631.092 | 10.708.909 | 8.835.328
Rat

Tablo 4.4: Ratlarin ELISA ydntemi ile él¢iilen Nrf-2 diizeyleri
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Tablo 4.5: ELiSA yéntemi ile dlciilen Nrf-2 diizeylerinin karsilastiriimasi

20 mg/kg ESC, 50mg/kg ESC ve 100mg/kg ESC gruplarinin NRF 2 degerleri
arasinda istatistiksel anlamli fark gdzlenmedi (p2=0,431)
TBH + 20 mg/kg ESC, TBH + 50 mg/kg ESC, TBH + 100 mg/kg ESC ve

TBH gruplarinin NRF 2 degerleri arasinda istatistiksel anlaml fark gozlenmedi
(p5=0,120)
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20 mg/kg ESC grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p9=0,053)

50 mg/kg ESC grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p11=0,631).

100 mg/kg ESC grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p14=0,200).

Kontrol grubuyla 20 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2 degerleri agisindan
istatistiksel anlaml1 fark gézlenmedi (p17=0,661).

Kontrol grubuyla 50 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2 degerleri acisindan
istatistiksel anlamli1 fark gézlenmedi (p20=0,631).

Kontrol grubuyla 100 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2 degerleri agisindan
istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p23=0,873).

Kontrol grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p26=0,076).

Kontrol grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda HO1, NRF 2 ve TNF
Alfa degerleri agisindan istatistiksel anlaml fark gézlenmedi (p29=0,966).

Kontrol grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda NRF 2 degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p32=0,705).

Kontrol grubuyla TBH grubu arasinda NRF 2 degerleri agisindan istatistiksel
anlamli fark gbézlenmedi (P35=0,631).
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4.4. Travma Olusturulan Beyin Dokusunda TNF-Alfa Diizeyinin
Olgiilmesi (ELISA)
TNF- Grupl(Kontrol): | Grup Grup Grup Grup 5(ESC | Grup 6(ESC | Grup 7(ESC
Alfa 2(ESC 3(ESC50 | 4(ESC 100 | 20mg+TBH): | 50mg+TBH): | 100mg+TBt
20mg): mg): mg):
1. Rat 4.670.806 1.168.177 | 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806
2. Rat 4.670.806 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806
3. Rat 4.670.806 1.398.283 | 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806
4. Rat 77.278 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806
5. Rat 4.670.806 4.670.806 | 1.091.814 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806
6. Rat 4.670.806 3.915.804 | 4.670.806 | 4.670.806 | 4.670.806 4.670.806 4.670.806

Tablo 4.6: Ratlarin ELISA ydntemi ile 6lctilen TNF-Alfa diizeyleri
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Tablo 4.7: ELISA yontemi ile dlgiilen TNF-Alfa diizeylerinin karsilastiriimasi

20 mg/kg ESC, 50mg/kg ESC ve 100mg/kg ESC gruplarinin TNF Alfa
degerleri arasinda istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p3=0,164)

TBH + 20 mg/kg ESC, TBH + 50 mg/kg ESC, TBH + 100 mg/kg ESC ve
TBH gruplariin TNF Alfa degerleri arasinda istatistiksel anlamli fark gozlenmedi
(p6=1,00).

20 mg/kg ESC grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p8=0,59).
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50 mg/kg ESC grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p12=0,317).

100 mg/kg ESC grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa
degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p15= 1,00).

Kontrol grubuyla 20 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p18=0,391).

Kontrol grubuyla 50 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri agisindan
istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p21= 0,402).

Kontrol grubuyla 100 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p24=0,317).

Kontrol grubuyla TBH + 20 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p27=0,317).

Kontrol grubuyla TBH + 50 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p30=0,317).

Kontrol grubuyla TBH + 100 mg/kg ESC grubu arasinda TNF Alfa degerleri
acisindan istatistiksel anlaml fark gozlenmedi (p33=0,317).

Kontrol grubuyla TBH grubu arasinda TNF Alfa degerleri agisindan
istatistiksel anlaml1 fark gozlenmedi (p36= 0,317).
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5. TARTISMA

Calismamizda eskuletinin serbest diisme agirlik modeli yontemiyle kafa
travmas1 olusturulan ratlarda sekonder travmatik beyin hasarmma neden olan
oksidatif stres ve asir1 inflamasyona bagli degisiklikler iizerindeki etkisini
arastirmaylr amacladik. Litaratiirde travmatik beyin hasarinda antioksidan
seviyelerinin artirilmasinin inflamasyonu ve bununla birlikte sekonder beyin
hasarmni azalttig1, biligsel ve fonksiyonel iyilesmeye neden oldugunu gdsteren bir

¢ok calisma bulunmaktadir.*"~4°

Eskuletin antioksidan, anti inflamatuar, anti apoptotik, anti kanser, anti
diyabetik, noroprotektif etkilere sahip olan dogal bir kumarindir. Cin geleneksel
tibbinda kullanilan eskuletin kanser, diyabet, ateroskleroz, Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, alkol-dis1 yagli karaciger hastaligi gibi bir¢ok hastalikta

kullanilmas1 beklenen bir tedavi segenegi olma yolunda ilerlemektedir.'%235!

Sekonder travmatik beyin hasar1 patofizyolojisinin 6nemli bir bileseni olan
oksidatif stres; noronal hasar, enflamasyon, hiicre Sliimii ve ndrolojik islev
bozukluguna katkida bulunan bir faktordiir. Bu nedenle oksidatif stres belirtecleri,

travmatik beyin hasarinin siddeti ve sonuglarini degerlendirmek i¢in kullanilabilir.
24

Invitro yapilan bir deneyde, kafa travmasi sonrasi aktiflesen Nrf-2/HO-1
yolunun oksidatif stresi ve nekroptozu azalttig1 travmatik sekonder beyin hasarinda
asirt inflamatuar cevabi azalttig1 goriilmistiir. Nrf-2/HO-1 yolu inflamatuar cevabi
ve oksidatif stres seviyesini gosterebilir bu nedenle sekonder travmatik beyin

hasarmin seviyesi hakkinda bilgi verebilir. "

TNF-a sistemik inflamasyonda gorev alan ve inflamasyon durumlarinda kanda ilk

saptanan sitokindir. TNF-o NF-«p iizerinden inflamatuar siirecleri baslatir.

Eskuletin de NF-«p iizerinden anti-inflamatuar etkisini gosterir. TNF-a beyin
dokusundaki seviyesi asir1 inflamatuar yanmiti gosterdigi igin eskuletinin anti-

inflamatuar etkisini gostermekte kullanilabilecek iyi bir belirtectir.

Wang C. Ve arkadaslarinin farelerde orta serebral arter okliizyonu modeli ile
iskemi/reperfiizyon hasari olusturarak yapilan ¢alismada eskuletinin intraperitoneal
uygulanmasinin intraventrikiiler uygulama ile ayni sonuglara yol actig1
goriilmiistiir. Calismamizda bu ¢alismayi referans alarak eskuletini intraperitoneal

uygulamay tercih ettik. 53
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Calismamizda kullandigimiz eskuletin dozlar1 Wang C. Ve arkadaslarinin
farelerde orta serebral arter okliizyonu modeli ile iskemi/reperfiizyon hasari
olusturarak yapilan ¢alismada kullandiklar1 10mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg

intraperitoneal dozlar 6rnek alinarak belirlenmistir. >

Kontrol grubu ve travmatik beyin hasari olusturulmadan intraperitoneal
eskuletin verilen gruplarda (ESC 20mg/kg, ESC 50 mg/kg, ESC 100mg/kg) néronal
dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon ve hiicresel sisme gibi histolojik degerlendirme
parametreleri agisindan degisiklik saptanmadi. Kontrol grubu ve travma
olusturulmadan intraperitoneal eskuletin verilen gruplarda noronlarin ve ¢ekirdek
sinirlarinin  belirgin  oldugu, noronlarin yapisinin dogal oldugu goriilmiistiir.
Travma olusturulmayan gruplarda sekonder travmatik beyin hasari olugsmamis ve
noronal dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon ve hiicresel sisme gibi histolijik
degisikliklere rastlanmamistir. Kontrol grubu ile travmatik beyin hasar
olusturulmayip eskuletin verilen gruplar arasinda histolojik incelemede fark
olmamasi, travma olusturulmayan gruplarda eskuletin verilmesinin sekonder
travmatik beyin hasari olusturulmayan gruplarda eskuletinin histolojik degisiklige
yol agmadigr goriilmiistiir. Eskuletinin daha farkli dozlarda ve daha biiyiik
orneklem iceren caligmalarda etkinliginin arastirilmasi acisindan yapilacak farkli

calismalara ihtiyacimiz vardir.

Travmatik beyin hasar1 olusturulan ve eskuletin verilmeyen grup ile kontrol
grubu Kkarsilagtirildiginda travmatik beyin hasar1 olusturulan ve eskuletin
verilmeyen ratlarda ¢ok sayida néron dejenerasyonu, hiicresel sismenin oldugu ve
normal histolojik yapidaki ndéronlarin daha az sayida oldugu goriildii. Bu grupta
ayrica hiicre smirlarmin net sekilde ayirt edilemedigi, ve koyu boyanmis
sitoplazmaya sahip noronlar ile dejenere olmus hiicre artigi olmasi muhtemel
yapilar daha sik goriilmiistiir. Bu grupta sekonder travmatik beyin hasari
olusturulup eskuletin verilmedigi i¢in sadece hasara ait histopatolojik degisiklikler
goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Travmatik beyin hasari
olusturulan ve eskuletin verilmeyen grupta bu histopatolojik degisikliklerin

goriilmesi kullandigimiz travma modelinin basaril1 oldugunu gostermektedir.

Travmatik beyin hasar1 olusturulan ve eskuletin verilmeyen grup ile travmatik
beyin hasar1 olusturulan ve eskuletin verilen gruplar (ESC 20mg/kg+TBH, ESC 50
mg/kg+TBH, ESC 100mg/kg+TBH) noronal dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon ve
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hiicresel sisme gibi histolojik degerlendirme parametreleri géz oOniline alinarak
karsilastirildiginda; eskuletin verilen gruplarda eskuletin verilmeyen gruplara gore
norodejenerasyon ve hiicresel sisme gibi histopatolojik degisikliklere daha az
rastlanmistir. Eskuletinin noroprotektif etkisi sekonder beyin hasar1 olan ratlarda
histopatolojik olarak gosterilmistir. Travmatik beyin hasart olusturulan ve 100
mg/kg eskuletin verilen grupta hiicre ve ¢ekirdek sinirlari net olarak gdézlenebilen
saglikli noronlarin diger gruplara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda travmatik sekonder beyin hasari olusturulan ve intraperitoneal
eskuletin verilen gruplarda eskuletin dozunun artirtlmast ile noroprotektif
etkisininde arttig1 goriilmiistiir. Travmatik sekonder beyin hasarinda eskuletinin

noroprotektif etkinliginin farkli dozlarda arastirildig: ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anti-oksidan anti-inflamatuar ve noroprotektif etkileri olan eskuletinin orta
serebral arter okliizyonu ile olusturulan iskemi/reperfiizyon hasar1 iizerindeki
koruyucu etkilerinin arastirildig: bir caligmada, eskuletinin 100mg/kg, 50mg/kg
intraperitoneal verilmesinin iskemi/reperflizyon hasari lizerindeki ndroprotektif
etkilerinin oldugu bulunmustur.>® Calismamiz litaratiirle uyumlu olmakla beraber
ileri diizeyde yapilacak ¢aligmalarla bu konunun daha da aydinlatilmasinin bilimsel

literatiire genis dl¢lide katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Calismamizda Nrf-2 ve Nrf-2 sinyal yolu elemanlarindan HO-1 travma

sonrasi sakrifiye edilen ratlarin beyin dokularindan Elisa yontemiyle galisilmistir.

Kontrol grubu ile kafa travmasi olusturulmamis ve 20 mg/kg, 50mg/kg,
100mg/kg dozlarda intraperitoneal eskuletin verilmis gruplar karsilagtirilmis ve
gruplar arasinda Nrf2 ve HO1 degerlerinde anlamli fark saptanmamigtir. Kafa
travmasi olusturulmayan ve 20 mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg dozlarda intraperitoneal
eskuletin verilen gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda verilen eskuletin
dozuna bagli Nrf2, HO1 degerlerinde artis saptanmamistir. Sekonder travmatik
beyin hasar1 olmayan beyin dokusunda eskuletinin bu yolu aktive etmedigi
goriilmiistiir. Eskuletinin Nrf2/HO-1 sinyal yoluaktivasyonunu etkiledigini
gosteren yeterli sayida ¢alisma bulunmamakla beraber Rubio ve arkadaglar1 16semi

hiicrelerinde eskuletinin bu yolu aktive ettigini gostermistir.

Kontrol grubu ile kafa travmasi olusturulan ve 20 mg/kg, 5S0mg/kg, 100mg/kg
intraperitoneal eskuletin verilen gruplar karsilastirildiginda Nrf2 ve HOI1

degerlerinde artis saptanmadi. Kafa travmasi olusturulan ve 20 mg/kg, 50mg/kg,
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100mg/kg intraperitoneal eskuletin  verilen gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda Nrf2 ve HOI1 degerlerinde doza bagimli anlamli bir artis
goriilmedi. Travmaya olusturulan gruplar icerisinde farkli dozlarda eskuletin
verilen gruplar kendi aralarinda ve kontrol grubuyla yapilan karsilastirmalarinda
Nrf2-HO-1 degerleri agisindan anlamli bir fark olmadigi gériilmiis. Bu da travmaya
maruz kalan gruplarda eskuletinin Nrf2 yolu lizerinden etkisinin kisitli oldugu yada
olmadigim diistindiirmiistiir. Calismamiz litaratiirle uyumlu olmayip benzer sekilde
kafa travmasi olusturulan farkli ajanlar ile antioksidan anti inflamatuar yanitin

oleiildiigii ¢alismalarda Nrf2/HO-1 diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. 768

Kafa travmasi olusturulan ve 20, 50, 100 mg/kg intraperitoneal eskuletin
verilen gruplar ile kafa travmasi olusturulmayan ve 20, 50, 100 mg/kg
intraperitoneal eskuletin verilen gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda

travmaya bagli Nrf2 ve HO1 degerlerinde anlamli degisim saptanmadi.

Ayni dozda eskuletin uygulanan kafa travmasi olusturulan ve kafa travmasi
olusturulmayan gruplarda, eskuletinin ¢alismamizda uygulanan doz araliginda
Nrf2/HO-1 sinyal yolu aktivasyonu yapmadigi goriilmiistiir. Bu bize eskuletinin
Nrf2/HO-1 sinyal yolu {izerindeki etkisinin kisitli oldugu yada etkisinin olmadigini
diistindiirmektedir. Gelecekte daha yiiksek dozlarda eskuletin verilerek Nrf-2/HO-

1 etkinliginin arastirildigi ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Litaratiirde kafa travmasinda bagli sekonder hasarda eskuletinin anti
inflamatuar ve antioksidan etkinliginin arastirildig bir calisma bulunamamaistir. Bu
sebeple sonuglarimizin litaratiirle uyumu hakkinda tarafimizca bir yorum
yapilamamaktadir. Her ne kadar kafa travmasi ve sekonder travmatik beyin hasari
ile ilgili olmasa da eskuletinin farkli hastaliklarda Nrf2 sinyal yolunu aktive ettigi
gosterilmistir.”® Bu konunun daha da aydinlatiimasi bilimsel literatiire genis dl¢iide
katki saglamas1 acisindan 6nem arz eder.

TNF Alfa degerlerinin travmaya maruz kalan veya travmaya maruz kalmayan
gruplarda ayni1 degerleri vermesi ve gruplar arasinda istatistiksel farkin
bulunmamasi Elisa yontemiyle ¢alisilan materyal ya da kitlerde sorun olabilecegini

diistindiirmiistiir. TNF Alfa degerleri tartismaya alinmamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda eskuletinin serbest diisme agirlik modeli yontemiyle kafa
travmasi olusturulan ratlarda sekonder travmatik beyin hasarmma neden olan
oksidatif stres ve asir1 inflamasyona bagli degisiklikler iizerindeki etkisini

arastirdik.

Kullandigimiz kafa travmasi modelinde travmatik beyin hasar1 olusturulan ve
eskuletin verilmeyen grup ile, kontrol grubu veya eskuletin verilen diger gruplara
gore daha fazla dejenere ndron hiicresel sisme oldugu goriilmiis ve kullanilan kafa
travmast modelinde rat kaybi olmadan travma modeli basarili bir sekilde

olusturulmustur.

Calismamizin histolojik incelemesinde 100 mg/kg eskuletin verilen ve kafa
travmasi olusturulan grupta hiicre ve ¢ekirdek sinirlari net olarak gozlenebilen
saglikli noronlarin diger gruplara gore daha fazla oldugu goriildii. Noronal
dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon ve hiicresel sisme gibi degisikliklerin travmatik
beyin hasari olusturulan ve eskuletin verilmeyen grupta en fazla oldugu
goriilmiistiir. Eskuletinin noroprotektif etkisinin en fazla 100 mg/kg eskuletin

uygulanan grupta gordiik.

Antioksidan mekanizmalarinin ana diizenleyicisi Nrf2 ve Nrf2 sinyal yolu
enzimlerinden HO-1 travma sonrasi sakrifiye edilen ratlarin beyin dokularindan
elisa yontemi ile ¢alisiimstir.

Calismamizdaki kontrol grubu ile kafa travmasi olusturulmadan
intraperitoneal 20, 50, 100 mg/kg eskuletinin intraperitoneal verilen gruplarda Nrf2
HO-1 degerlerinde artis olmadigi goriilmiis. Travmatik sekonder beyin hasari
olusturulmayan gruplarda eskuletinin Nrf2/HO-1 {izerinde etkisi olmadigini
gordiik.

Calismamizdaki kafa travmasi olusturulan ve intraperitoneal 20 mg/kg, 50
mg/kg, 100 mg/kg eskuletin uygulanan gruplar kendi aralarinda ve kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; Nrf2 sinyal yolu aktivasyonu ve HO-1 diizeylerinde artis
saptanmamustir. Eskuletinin travmada farkli dozlardaki etkisini gérmek amaciyla
travmaya maruz kalan ve kalmayan gruplarda ayni doz eskuletin verilen gruplar
karsilagtirildiginda, Nrf2 sinyal yolu aktivasyonu ve HO-1 diizeylerinde artis

saptanmamuistir.
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Calismamizda kafa travmasina bagli sekonder hasar gelisen ratlarda
eskuletinin noroprotektif etkisini Tnf-alfa, Nrf-2 ve HO-1 biyobelirtegleri ile
gosteremedik. Bu konuda farkli biyobelirteclerle daha fazla ¢alismaya ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda kafa travmasi olusturulan ratlarda eskuletin uygulamasi
travmaya maruziyetten sonra dakikalar igerisinde yapildi. Sekonder travmatik
beyin hasar1 kafa travmasindan saatler sonra ortaya ¢ikan ve etkisi 6 aya kadar
devam eden bir patolojik siirectir. Calismamizda eskuletinin doz bagimli etkilerinin
degismesinin ve biyobelirteclerde anlamli degisiklikler olmamasinin bu siire ile
ilgili olabilecegini diistinmekteyiz. Bu ¢alismamizla ilgili ciddi bir kisithilik olarak
karsimiza c¢ikmustir. Gelecekte yapilacak calismalarda farkli eskuletin tedavi
rejimleri ve uygulama siireleri ile farkli caligmalara ihtiyag oldugunu
diisiinmekteyiz.

Eskuletinin kafa travmasindaki noroprotektif etki mekanizmasi hakkindaki
bilgilerimiz sinirli oldugundan eskuletin kafa travmasina bagli sekonder beyin
hasarindaki etkilerini arastirmak i¢in yeni ve daha genis kapsamli calismalara

ithtiyag vardir.
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