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I1l. KISALTMA VE SIMGELER

TBH Travmatik beyin hasari

NO Nitrik oksit

eNOS Endotelial NOS

INOS Indiikleenebilir NOS

nNOS Noronal NOS
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MDA Malondialdehit
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HO1 Hem oksijenaz-1
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ROS Reakti okssijen tiirleri

H202 Hidrojen peroksit

OH Hidroksil radikali

ONOO- Peroksinitrit

NO2 Nitrojen dioksit

ONOOH Peroksinitoz asit

BBB Kan-beyin bariyeri

BDNF Beyin kaynakli ndrotrofik faktor
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Tezin Bashgi: Punicic Asit Uygulamasmin Sicanlarda Akut Travmatik
Beyin Hasar1 Sonrasinda Noroprotektif Etkisinin Arastirilmasi

Ogrencinin adi: Mesut METE

Danisman: Dog. Dr. Erdogan KOCAMAZ

Anabilim Dali: Histoloji-Embriyoloji

OZET

Amag: Travmatik Beyin Hasar1 (TBH), diinya capinda, 6zellikle ¢ocuklarda ve
geng erigkinlerde 6nemli bir 6liim ve sakatlik nedenidir. TBI siddet, mekanizma veya
diger ozelliklere gore smiflandirilabilir. Enflamasyon, apoptoz, oksidatif stres ve
iskemi, TBH sonrasi ndronal kaybin altinda yatan Onemli patofizyolojik
mekanizmalardan bazilaridir. Punisik Asid (PA), kismi baslangighh ndbetlerin ve
noropatik agrinin ek tedavisi i¢in onaylanmis bir antikonviilsan bilesiktir. Bu
calisma, bir TBH sigan modelinde PA i¢in olasi noroprotektif etkilerini aragtirmay1
amagladi.

Gerec ve Yontemler: Kirk eriskin erkek Wistar albino sigan kullanildi. Sicanlar
5 gruba (n: 8) ayrildi. Grup 1: Kontrol grubu, Sadece cilt kesisi yapildi. Grup 2:
Sham grubu, TBH sonrasinda sadece normal beslenen sicanlar1 icermektedir. Grup 3:
TBH sonrasinda normal beslenmeye ek olarak 1 gr/ giin PA gavaj yoluyla verildi.
Grup 4: 3 gr/ giin PA, Grup.5: 5 gr/ giin PA kullanildi. Her grup i¢cin TBH 3 giin
sonra beyin 6rnekleri toplandi. Beyin 6rnekleri ve kan histopatolojik ve biyokimyasal
yontemlerle degerlendirildi. Immunohistokimya sonuclar1 western blot ile
dogruland1. Ayrica elektroensefalografi monitdrizasyon sonuglari karsilagtirildi.

Bulgular: Oksidatif stres belirtegleri olan Malondialdehit (MDA) seviyesi PA
tedavisi ile azalirken siliperoksit dismutaz (SOD) artti. iNOS ve eNOS
immiinreaktivitesi, TBH orneklerine kiyasla PA tedavisi ile anlamli (P<0,05) olarak
azaldi. Damarlanma i¢in VEGF TBH grubuna gore ile PA ile anlamli (P<0,05) artt1.
Hipoksi i¢in bakilan HIF-1a dagilimi TBH grubuna gore ile PA ile anlamli (P<0.05)
azaldi. Olgun noéron niikleus icin bakilan NeUN TBH grubuna gére ile PA ile anlamh
(P<0,05) artti. PA ile tedavi edilen grupta EEG'nin delta giicii kontrol grubu

degerlerine benzer bulundu.



Sonu¢: TBH sonrast PA uygulamasinin histolojik, immunohistokimyasal,
biyokimyasal, western blot ve EEG ile gdosterilen yararli etkisinin klinik anlami
olabilecegini gosterdi. Bu etkinin hasta yasam kalitesini artiracagi diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Elektroensefalografi; Punisik Asid; Noroprotektif; Travmatik

Beyin Hasar1.
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Title: Investigation of the Neuroprotective Effect of Punicic Acid
Application After Acute Traumatic Brain Injury in Rats

Student: Mesut METE

Adyviser: Ass. Prof. Dr. Erdogan KOCAMAZ

Department: Histology-Embriology

ABSTRACT

Objective: Traumatic Brain Injury (TBI) is an important cause of death and
disability worldwide, especially in children and young adults. TBI can be classified
by severity, mechanism, or other characteristics. Inflammation, apoptosis, oxidative
stress and ischemia are some of the important pathophysiological mechanisms
underlying neuronal loss after TBI. Punicic Acid (PA) is an anticonvulsant
compound approved for the adjunctive treatment of partial onset seizures and
neuropathic pain. This study aimed to investigate possible neuroprotective effects for
PA in a rat model of TBI.

Materials and methods: Forty adult male Wistar albino rats were used. Rats
were divided into 5 groups (n: 8). Group 1: Control group, Only skin incision was
made. Group 2: The sham group included only normally fed rats after TBI. Group 3:
After TBI, 1 g/day PA was given by gavage in addition to the normal diet. Group 4:
3 g/day PA, Group.5: 5 g/day PA was used. Brain samples were collected 3 days
after TBI for each group. Brain samples and blood were evaluated by
histopathological and biochemical methods. Immunohistochemistry results were
confirmed by western blot. In addition, electroencephalography monitoring results
were compared.

Results: Malondialdehyde (MDA) levels, which are oxidative stress markers,
decreased with PA treatment, while superoxide dismutase (SOD) increased. iINOS
and eNOS immunoreactivity were significantly (P<0.05) reduced with PA treatment
compared to TBI samples. VEGF for vascularization increased significantly (P<0.05)
with PA compared to TBI group. The distribution of HIF-1a for hypoxia decreased
significantly (P<0.05) with PA compared to the TBI group. NeUN for mature neuron
nuclei increased significantly (P<0.05) with PA compared to TBI group. The delta
power of EEG in the group treated with PA was similar to the values of the control
group.

Conclusion: It showed that the beneficial effect of PA application after TBI,
demonstrated by histological, immunohistochemical, biochemical, western blot and

Xii



EEG, may have clinical significance. It was thought that this effect would increase
the patient's quality of life.
Key words: Electroencephalography; Punicic Acid; neuroprotective; Traumatic

Brain Injury.
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1.GIRIS

Travmatik beyin hasar1 (TBH) diinya ¢apinda morbidite ve mortalitesi yiiksek
acil bir durumdur. Hastaneye basvuran hastalarin ¢oguna hafif beyin hasari tanisi
konmakla birlikte hastalarda uzun dénemde kalic1 hasarlar birakabilmektedir. Uzun
stirebilen tedavi siireci, tretkenligin de azalmasi ile toplumun mali yikiini
arttirmaktadir.  Gelismekte olan ve gelismis iilkelerde farkli oranlarda olmakla
birlikte TBH’ nin biiyiikk kismi1 diismeler ve tasit kazalarindan kaynaklanmaktadir.
Yaglara gore bakilacak olursa; 1 yas altinda kaza disi travmalar, ¢ocukluk yas
grubunda diismeler, genclerde spor yaralanmalari, eriskinlerde tasit kazalari ve
yaslilarda diigmeler 6nde gelen kafa travmasi nedenleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Erkekler TBH’ye kadimlardan daha fazla maruz kalmaktadir. Oliim oranlar1 hafif
kafa travmalari i¢in %0, orta kafa travmalar1 i¢cin %7-10 ve agir kafa travmalari igin
ise %30 oranindadir. Hastalarin yaklasik %20’si hastaneye yatmaktadir. Yilda
yaklagik 200.000 kisi bu travmalara bagl olarak 6lmekte veya sakat kalmaktadir.
Kafa travmalar 6ldiiriicti, sakat birakici ve uzun siire tedavi ve bakim gerektiren bir
patoloji olup istatistiksel olarak 6liim nedenleri arasinda dordiincii siray1 almaktadir.
Bu tez calismasinda sigan kafa travmasi modellemesi ile anti-inflamatuar ve
antioksidan etkisi bulunan, Punicic Asit i¢in akut kafa travmasinda tedavi edici etkisi
incelenmistir. PA, p38MAPKinase/Ser345-p47phox-eksenini ve miyeloperoksidaz
yeniden salinimini hedefleyerek TNF-a ile indiiklenen NADPH oksidaz hazirlamanin
inhibisyonu yoluyla anti-inflamatuar etki gosterir. NADPH oksidaz, ise serbest
radikallerin tiretme birincil islevine sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, NADPH
oksidaz enzimlerinin genetik ve farmakolojik inhibisyonunun néroprotektif oldugunu
ve iskemik ve travmatik beyin hasarini takiben patolojinin zararli yonlerini
azaltabildigini gdstermistir. PA’nin inflamatuvar barsak hastaligi, nekrotizan
enterokolit gibi hastaliklarda etkinliginin saptanmasina ek olarak kanser, diyabet ve
obeziteye kars1 etkinliginin oldugu bildirilmistir (Huang H ve ark 2022).

Nitrik oksit (NO) son yillarda taninan, bir¢ok biyolojik olayda énemli rolii olan,
cok kisa yar1 omiirlii bir serbest radikaldir. NOS in genetik olarak farkli {i¢ izoformu
tespit edilmistir. Bunlar; diigiik miktarda iiretilerek vaskiiler toniisli ayarlayan bir

konstitutif endoteliyal izoform (eNOS), yine diisik miktar Ttretilen sinaptik



sekillenme ve norotransmisyonu diizenleyen bir konstitutif néronal izoform (nNOS)
ve yuksek miktarda iiretilerek, immiin/inflamatuar olaylarda rol alan ve hiicre aracili
immiin cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (iNOS)dur. nNOS ve
eNOS izoenzimleri NO iiretimi i¢in Ca++ kalmodulin kompleksine bagimlidir, buna
karsin iNOS bundan bagimsizdir. NO fizyolojik konsantrasyonlarda, hemen hemen
tim organ sistemlerinde degisik biyolojik etkilere sahiptir. NO'in santral sinir
sisteminde onemli bir transmitteri olan glutamat ile ¢ok siki iliskisi vardir. Glutamat
tarafindan baslatilan sinirsel ileti islevi, olaya NO'in eklenmesiyle devam etmektedir.
Bu o6zellikleri nedeni ile NO’nun postravmatik beyin fizyopatolojisinde 6nemli rolii
oldugu sanilmaktadir. Literatiirde NOS aktivitesiyle ilgili ve travmadaki roliinii
gosteren az ¢alisma mevcuttur. Calismamiz PA nin NOS’la iligkisine de 151k tutacak
nitelik tasimaktadir (Fesharaki-Zadeh A 2022, Hakiminia B ve ark 2022, French A
ve ark 2021).

TBH genellikle beyindeki damar sisteminde 6nemli hasara yol agar ve bunu
takiben serebral hipoperfiizyon, iskemi, hipoksi, kanama, kan-beyin bariyeri
bozulmasi ve 6dem olusur. TBH takip eden sekeller, bir dizi fizyolojik ve psikolojik
alanda norolojik islev bozukluguna neden olur. Yaralanmadan sonra vaskiiler
fonksiyonu eski haline getirmenin Onemi goz Oniine alindiginda, ortaya c¢ikan
arastirmalar, TBH sonrasi vaskiiler yanit1 ve vaskiiler onarimin temel hiicresel ve
molekiiler bilesenlerini anlamaya odaklanmigtir. Vaskiiler onarim mekanizmalarinin
daha eksiksiz bir sekilde anlagilmasi gerekmektedir ve bu, yalnizca TBH i¢in degil,
potansiyel olarak vaskiiler iliskili beyin yaralanmalar1 i¢in de yeni vaskiilojenik
tedavilerin gelistirilmesine yol acabilir. TBH nin vaskiiler etkilerini, yaralanmaya
gecici yanitim1 ve TBH'de arteriyel ve vendz onarim i¢in varsayilan biyobelirtegler
tanimlanmistir (Salehi A ve ark 2017).

Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF), hipoksi, sitokinler ve biiylime
faktorleri tarafindan tetiklenen ve ayrica adenozin 2B reseptoriiniin aktivasyonu ile
indiiklenen 6nemli bir anjiyogenez diizenleyicisidir. VEGF, ¢esitli deneysel beyin
hasar1 modellerinde ndroprotektif olup TBH sonrast beyinde artar. Pediatrik TBH
sonrast BOS’ta VEGF artmaktadir ve bu artis BOS adenozin artist ile iliskilidir.
Adenosin, ¢ocuklarda klinik TBH sonrasi beyin omurilik sivisinda (BOS) artan
noroprotektif bir piirin metabolitidir. Bu sonuclar, beynin vaskiiler rejeneratif
yanitinin bir bileseninin, TBH sonrasinda hizla basladigin1 ve yaralanmadan birkag

giin sonra devam ettigini gostermektedir (Shore PM ve ark 2004).



Beyin sarsintis1 olarak da adlandirilan hafif TBH, motor kusurlara, biligsel
bozukluklara ve hafifce tehlikeye atilmis nérodavraniglara yol agan sekelleri baslatir.
TBH'nin akut fazi, néroinflamasyon ve nitroksidatif patlama ile iligkiliyken, kronik
faz, nororepair slireci ve rejenerasyonun uyarilma eksikliini  gosterir.
Hipoksi/iskeminin ana diizenleyicisi olan hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-
la), néro-onarim silirecini uyarir ve bdylece beyin travmasindan sonra fonksiyonel
iyilesmeye yardimci olur. HIF-la'nin aktivitesi, HIF-la'min S-nitrosilasyon
mekanizmasi yoluyla NO tarafindan diizenlenir. S-nitrosilasyon, S-nitrosoglutatyon
(GSNO) ve peroksinitrit gibi NO metabolitleri tarafindan dinamik olarak diizenlenir.
GSNO stabilize eder ve peroksinitrit, HIF-la'y1 istikrarsizlastirir. Eksojen olarak
uygulanan GSNO'nun sadece HIF-la'y1 stabilize ettigi ve HIF-la'ya bagimli genleri
indiikledigi degil, ayn1 zamanda rejenerasyon siirecini uyardig1 ve TBI hayvanlarinda
fonksiyonel iyilesmeye yardimc1 oldugu bulunmustur (Khan M ve ark 2017).

TBH, hiperfosforile tau'nun (p-Tau) patolojik birikimi ile karakterize edilen
biligsel bozulma ve demansin cesitli ilerleyici norodejeneratif bozukluklar1 i¢in en
giiclii cevresel risk faktorlerinden birini olusturur. insan TBH ile iliskili tauopatide
bildirilen patolojik 6zelliklere odaklanilarak, farelerde kapali kafa TBH modelinin
uzunlamasina histopatolojik karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Erkek C57BL/6 J
fareleri, bir agirlik diisirme paradigmasi kullanilarak art arda 5 giin boyunca gilinde
bir kez TBH'ye tabi tutulmustur. 1. hafta, 4. hafta ve 24. haftada histolojik analizler
(AT8, TDP-43, pTDP-43, NeuN, GFAP, Iba-1, MBP, SMI-312, Prusya mavisi, 1gG,
BAPP, alfa-siniiklein) yapilmistir. TBH dan 1 hafta sonra, p-Tau birikimi korpus
kallosum ve superior longitudinal fissiire bitisik perivaskiiler bosluklarla sinirliyken.
TBH dan 4 ila 24 hafta sonra, serebral korteksin yiizeysel katmanlarinin yan sira
meme goOvdelerinde ve kortikal perivaskiiler, subpial ve periventrikiiler
lokasyonlarda ilerleyici p-Tau birikimi goézlenmistir. Kortikal histopatolojiler
arasinda mikrovaskiiler yaralanma, noroaksonal seyrelme, astroglial ve mikroglial
aktivasyon yer alir. Yaygin olarak bildirilen iligkili patolojiler arasinda ndronal kayip
(%23), aksonal kayip (%43), mikroglial aktivasyon ve astroglioz (her biri %50) ve
beta amiloid birikimi (%29) yer alir (Kahriman A ve ark 2021).

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihar1 olarak da bilinen
fizyolojik bir olaydir. Embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun yasaminin
stirdiirilmesinde anahtar rol oynar. Organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik

gorevini tamamlamis veya hasarli hiicreler apoptozis ile genetik olarak kontrol



edilerek ortadan kaldirilir. Travmalarda ortaya ¢ikan noronal hasar sonrasi goriilen
hiicre 6liimlerinin apoptotik mekanizmast TUNEL boyamasiyla gosterilmistir. Hiicre
Olim stireci noroprotektif acidan Onem tagimaktadir (Unnisa A ve ark 2022).
Fizyolojik ndronal 6liim, uygun embriyolojik gelisim ve yetigkin hiicre dongiisii igin
gerekli olmakla birlikte, ayn1 zamanda norodejenerasyonu da tetikleyebilir.
Kaspazlar, apoptoz nedeniyle hiicre 6liimiiniin baslica aracilaridir ve 6lmeye kararl
hiicrelerin hiicre i¢i proteinlerinin gerekli boliinmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Kaspaz-3, apoptozun ana yiiriitliciisii olup fizyolojik ve patolojik kosullar sirasinda
bir dizi hiicresel bilesen tarafindan diizenlenir. Kaspaz-3'iin aktivasyonu,
programlanmis hiicre Oliimii sirasinda DNA onarim proteinlerinin, hiicre iskeleti
proteinlerinin ve Kaspazla aktive olan DNaz'm (ICAD) inhibitoriiniin
proteolizasyonuna neden olarak apoptozu tanimlayan morfolojik degisikliklere ve
DNA hasarina neden olur. Kaspaz-9, cesitli uyaranlara yanit olarak aktive edilen,
igsel yolun ek bir 6nemli pargasidir. Cesitli apoptotik durumlarda Kaspaz-9 ve -3'iin
gerekliligi, memeli hiicrelerinin en az dort farkli apoptotik yola sahip oldugunu
diistindiirtir. (Unnisa A ve ark 2022

Noronlarin ve glialarin apoptozu hem insanlarda hem de hayvanlarda TBH genel
patolojisine katkida bulunur. Hem kafadan yaralanmis insanlarda hem de deneysel
beyin yaralanmasini takiben, klasik nekrotik morfoloji sergileyen dejenere hiicrelerle
birlikte apoptotik hiicreler gézlemlenmistir. Apoptoz geciren ndronlar, akut port-
travmatik donemdeki kontiizyonlarda ve travmadan sonraki giinler ve haftalarda etki
alanindan uzak bolgelerde tanimlanmustir. Yarali beyaz cevher yollarinda apoptotik
oligodendrositler ve astrositler gézlenmistir. TBH'yi takiben apoptozun bolgesel ve
zamansal modellerini ve travmaya bagli apoptozun altinda yatan olas1 mekanizmalari
gbzden gecirilmistir. Uyarict amino asitler, hiicre i¢i kalsiyumdaki artislar ve serbest
radikallerin tiimii hiicrelerin apoptoza girmesine neden olabilirken, in vitro
caligmalar noral hiicrelerin  baska bircok yolla apoptoza ugrayabilecegini
belirlemistir. Pro- ve anti-apoptotik protein faktorleri arasindaki dengede Sliimi
tesvik eden proteinlerin ekspresyonuna dogru kaymanin, apoptotik hiicre dliimiiniin
altinda yatan mekanizmalardan biri olabilecegi genel olarak kabul edilmektedir.
(Raghupathi R ve ark 2000).

TBH, beyin hasarina yol agan ani bir travma oldugunda ortaya ¢ikan edinilmis
bir beyin hasaridir. Bu akut kompleks olay, kafaya siddetli veya ani bir darbe

alindiginda veya bir nesne kafatasini veya beyni deldiginde meydana gelebilir.



TBH'nin mevcut temel tedavisi, ¢esitli farmasdtik ajanlari, hiperbarik oksijeni ve
hipotermiyi igerir. TBH kaynakli ikincil hasarin 6zellikle oksidatif stres ile iligkili
olduguna dair kanitlar vardir. Bununla birlikte, TBH klinik yonetimi genellikle
oksidatif stresi azaltmak ve ikincil yaralanmayr Onlemek icin antioksidanlar
icermektedir. Yapilan ¢aligsmalar, amino asitler, C ve E vitaminleri, progesteron, N-
asetilsistein ve enzogenol gibi antioksidan tedavilerin TBH eriskin hastalarda giivenli
ve etkili ek tedaviler olabilecegini diisiindiirmektedir. (Shen Q ve ark 2016). TBH,
6lim ve morbiditenin 6nemli nedenlerinden biridir ve bu nedenle translasyonel

arastirmalarin odak noktasidir.



2. GENEL BILGILER

2.2.1HIPOKAMPUS

Hipokampus; ¢ok eski ¢aglardan beri beynin en ¢ok merak edilen ve lizerinde
arastirma yapilan bolimii olmustur. Temporal lobun medial kisminda lateral
ventrikiiliin temporal hornuna komsu bir alanda yer alir. Anatomik 6zellikleri 1yi
bilinmekle beraber fizyolojisi ve fonksiyonlar1 hala tam olarak ortaya konamamustir.
Limbik sistemin bir pargas1 oldugu diisiiniilmektedir. Onceleri sadece koku ile ilgili
bir merkez olduguna inanilmis, ancak 20.yilizyilin ikinci yarisindan itibaren hafiza,
duygulanim ve uzaysal 6grenme Ozelliklerinin de oldugu ortaya konmustur. Epilepsi
cerrahisinde de hedeflerden birisi olan hipokampusun gerek kendi icerisinde gerekse
de cevre beyin bolgeleri ile yogun ve giiclii néral baglantilar1 vardir. Son yillarda bu
baglantilar ve hipokampusun fonksiyonlari ile ilgili pek cok caligma yapilmis ve
hipokampusda konum, zaman, kafa yonlendirme ve sinir hiicreleri gibi bazi 6zgiin
hiicreler oldugu kesfedilmistir (izci Y ve Eebas YC 2015).

Hipokampal anatomi
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Sekil 1.2.1. Hipokampiis anatomisi. Hipokampus, beynin medial temporal
lobunda yer alan, hafiza ve yon bulmada 6nemli rolii olan bolge. Bir gri cevher
tabakas1 olup, lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca uzanir. Filogenetik

olarak en eski beyin kisimlarindandir. Cornu Ammonis’in Ingilizce bas harflerini



temsilen “CA” olarak da ifade edilebilen hipokampus, hiicre yapisindaki
degisikliklerden dolay1r CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi farkli alanlara boliinmiistiir.
Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en yakin olan alandir (Izci Y ve
Erbas YC 2015).

Hipokampus histolojik olarak ince ve birbiriyle baglantili pek ¢ok tabakadan
olusur. Bu tabakalar literatiirde yazardan yazara degismekle birlikte genel olarak
lizerinde anlagilan 7 tabaka wvardir. Histolojik olarak; ventrikiiler yiizeyden
baglayarak disa dogru, hipokampusa ait tabakalar su sekilde siralanir: 1- Alveus: En
derindeki tabakadir. Ventrikiil yiizeyine komsudur. Subikulum ve hipokampusa ait
piramidal hiicre aksonlarimi igerir. Hipokampusun en 6nemli ¢iktisi (output) olan
fimbria/fornikse uzanan aksonlar alveusdan gegerler. 2- Stratum oriens: Esas olarak
piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ile internéronlarin yerlestigi tabakadir.
Buradaki ¢ogu noron aksonlart alveus liflerine katilir. Diger hiicre aksonlar1 ise, en
derinde yer alan stratum molekiilareye dek uzamir. 3- Stratum piramidalis:
Karakteristik olarak bu tabakada biliyiik piramidal ve Golgi tip II hiicreleri
cogunluktadir. Piramidal hiicrelerin esas olarak gdvdeleri bu tabakada bulunur.
Ciplak gozle bile goriilebilen bir tabakadir. Piramidal hiicrelerin taban
hipokampusun ventrikiiler ylizeyine doniiktliir ve bazal-apikal dendritleri komsu
tabakalara (str. Lusidum) kadar uzanir. Aksonlar1 ise stratum oriens’ten gecerek
alveus liflerine katilirlar. Bu tabakada yosunsu (Mossy) lifler ile yapilan sinapslar
vardir. Ayrica pek ¢ok interndronun hiicre govdesi burada bulunur. Hipokampusa
asil seklini veren buradaki piramidal hiicrelerin dizilimidir. 4- Stratum lusidum:
Hipokampusun en ince tabakalarindan birisidir. Sadece CA3 bolgesinde bulunur.
Hiicresel yonden yogundur ve ¢ogunlukla motor tip piramidal hiicrelerden olusur.
CA3 alanindaki piramidal hiicreler ile dentat girusun graniiler hiicreleri arasinda
baglant1 saglayan yosunsu (mossy) lifler de igerir. Bu lif sebekesi beyindeki en
yaygin ve gelismis agdir. Diger primatlara gore insanlarda daha belirgin olup CAl ile
CA2 alanlarinda bulunmaz. 5- Stratum radiatum: Stratum oriens gibidir. Septal ve
komissural lifler icerir. Ayrica Schaffer kollateral lifleri igerir ki bunlar CA3’den
CAT1’e projeksiyon lifleridir. Bu bolgede yiizeyde bulunan bazi interndronlar da
bulunur. (basket hiicreleri, radial trilaminar hiicreler vb). 6- Stratum lakiinozum: Ince
bir tabakadir ve bu da Schaffer kollateral lifleri igerir. Ancak siiperfisyal tabakadan
entorinal kortekse uzanan bazi perforan lifler de igerirler. Cok ince oldugu i¢in ¢ogu

zaman stratum molekulare ile birlikte anilirlar ve “stratum lakiinozum-molekulare”



adiyla tek tabaka olarak da adlandirilirlar. 7- Stratum molekiilare: En yiizeyel (dis)
tabakadir. Burada da perforan lifler ve piramidal hiicrelerin apikal dentritler bulunur.
Burasi bazi1 yazarlar tarafindan “stratum molekiilare” adi altinda tek bir tabaka olarak
kabul edilirken, bazi kaynaklarda ise bir iist maddede belirtildigi gibi 6. ve 7.
tabakalar1 birlestirerek “stratum lakiinozum—molekiilare” ismiyle tek tabaka olarak
da incelenmektedir. Histolojik tabakalardan farkli olarak hipokampusa gelen
(afferent) ve hipokampusdan ¢ikan (efferent) yollar vardir (izci Y ve Erbas YC
2015).

Sekil 1.2.2. Hipokampiis histolojisi.

2.2.2.TBH

TBH yiiksek siklik orani, gen¢ yetiskinleri daha ¢ok etkilemesi ve hayatta
kalanlarda ileri fonksiyonel kisitlanmalarin goriilmesi nedeniyle onemli bir sosyal
saglik problemdir (Dikmen SS ve ark 2003). TBH; kapali kafa yaralanmasi, agik kafa
yaralanmas1 ve penetran kafa yaralanmasi seklinde siniflandirilabilir. Kapali ve agik
kafa yaralanmasi terimleri kafa ile kiint bir cisim arasinda olan ¢arpigmalar1 tanimlar.
Kapali kafa travmas1 duranin saglam oldugu ve mekanizmasi daha ¢ok akselerasyon-
deselerasyon sonucu meydana gelen diffiiz aksonal yaralanmadir (Sandel ME ve ark
1998). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, her yil 1,4 milyon Amerikalinin TBH
gecirdigini ve bunlarin 235.000’inin hastaneye yatirildigini tahmin etmektedir
(Langlois JA ve ark 2004). Travmatik beyin hasarina yola agan mekanizmalar primer
ve sekonder yaralanma olarak smiflandirilabilir. Primer mekanizmalar yaralanma
aninda olustugu halde sekonder yaralanma, primer mekanizmalara organizmanin
yanitidir ve her ikisi de fokal veya diffuz olabilir (Bontke CF ve ark 1996). Sekonder
yaralanma sirasinda, hipotansiyon, intrakranial basing artisi, serebral perfiizyon
basing azalmasi, noral hiicre membran harabiyeti gibi olaylar goriiliir. TBH na yanit
olarak hiicresel diizeyde glutamat salgilanmasi1 AMPA ve NMDA reseptorlerini

aktive ederek kalsiyum ve sodyum néronal gecisini artirir. Sodyum/potasyum oranini



saglayabilmek icin ndronal enerji depolar1 bosalir, néronal hiicre membraninin
harabiyeti ile serbest radikaller ve oksidanlar ¢ikar ve bunlar glutamatin artisina,
dongiiniin devamina yol acar. Intraselliiler kalsiyum artis1 ile caspase (proteolitik
enzim) gibi enzimler ndéronal apopitozise yol acar (Meythaler JM ve ark 1996,
Blumenthal I ve ark 2002, Dilmen et al 2015), Piantino et al 2019).

Deneysel hayvan modelleri TBH'da ikincil yaralanma siiregleri arastirmak ve
olas1 tedavi edici yaklasimlar i¢in klinik 6ncesi veri saglamak i¢in kullanilir. Hayvan
modellerinin gelistirilmesi yeni tedavi girisimlerin karakterizasyonu yani sira, klinik
ortamda yapilamayan insan TBH, biyomekanik hiicresel ve molekiiler yonlerini
incelemek icin gereklidir. Deneysel kafa travmalart modelleri arasinda agirlik
diisiirme modelleri (Marmarou A ve ark 2004, Ucar T ve ark 2006), Kontrollii
kortikal darbe modeli (Dixon CE ve ark 1999), Siv1 perkiisyon yaralanma modelleri
(MclIntosh TK ve ark 1987) sayilabilir.

Beyin hasarina yol agan mekanik faktorlerin anlasilmast hem etkili 6nlemlerin
alinmas1 hem de kafa travmalarinin kisa ve uzun donemdeki olumsuz sonuclarinin
minimalize edilmesi agisindan gereklidir. Travmanin yonii, siddeti, siiresi ve
lokalizasyonu kafa travmasinin tipinin ve agirliginin belirlenmesini saglar. TBH
sonrasinda saglikli beyin fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklik sonucunda kafa
karisikligi, biling diizeyi degisiklikleri, nobet, koma veya kafaya niifuz eden travma
kuvvetinden kaynaklanan bolgesel duyusal veya motor ndrolojik noksanliklar ortaya
cikmaktadir (Bruns ve Hauser 2003).

Diinya Saglik Orgiitii, 2020 yilina kadar travmatik beyin hasarmnin diinya
genelinde onde gelen ilk ii¢ 6liim ve sakatlik sebebinden biri oldugu tahmininde
bulunmustur (Coyle, Ponsford ve Hoy 2018). Her y1l 10 milyondan fazla insanin bir
TBH ye maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Yalnizca Amerika Birlesik
Devletleri'nde yilda yaklagik 1.7 milyon kisi TBH dan muzdarip olmakta ve bu
kisilerin yaklasik%80'i acil serviste, %16's1 yatarak tedavi edilir iken %3'"i
Olmektedir. (Miiftii ve ark.2019). TBH yaslara gore degerlendirildiginde en yiiksek
oran ¢ok geng yas grubunda (0-4 yas), ergenlerde ve geng yetiskinlerde (15-24 yas)
goriilmektedir ve bu yiiksek orani yashlar (> 65 y) takip etmektedir (Galgano ve ark.
2017a).

Diinya capinda en sik karsilasilan TBH sebepleri basta diisme ve motorlu tasit
kazalar1 olmak tizere, spor ve silahli faaliyetlerden kaynaklanan kazalardir (Cheng ve

ark.2019). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerinin degerlendirmesine gore, TBH



sonras1 siklikla karsilasilan semptomlar dort kategoride gruplandirilabilir. Bunlar
uyku, fiziksel semptomlar (bas agrisi, bas donmesi, yorgunluk, dengesizlik, fotofobi),
biligsel semptomlar (dikkati toplamakta zorlanma, konsantrasyon ve hafiza) ve
emosyonel semptomlar (sinirlilik, depresyon ve anksiyete) olarak yer almaktadir
(Piantino ve ark.2019).

Yapilan aragtirmalarda travmatik beyin yaralanmalarinin Avustralya da 100.000
kisiden yaklasik olarak 107'sini etkiledigi tespit edilmistir. Ulkelerde kafa
travmalarinin bu kadar az goriilmesinin 6nemli sebeplerinden bir tanesi siniflandirma
kriterlerinin yetersiz standardizasyonu nedeniyle c¢ok sayida vakanin rapor
edilememesidir ya da yeterli diizeyde tanimlanamamasindan kaynaklidir (Coyle,
Ponsford ve Hoy 2018).

Travmatik beyin hasarinda, hastanin biling diizeyini belirleyebilmek adina
Glasgow Koma 0lcegi kullanilmaktadir. Bu 6lgekte hastanin géz yaniti, sézIii yanit
ve motor yanmti1 degerlendirilmeye alinarak travmanin ciddiyet derecesi ortaya
konmaktadir ve kafa travmasi siniflandirilmasi yapilmaktadir. Glasgow Koma Olgegi
skorunun 13-15 araliginda olmasi hafif beyin hasarini, 9-12 araliginda olmasi orta
derecede beyin hasarin1 ve 3-8 araliginda olmasi ise ciddi beyin hasarinin varligimi
gostermektedir (Mufti ve ark 2019).

Bu konuda yapilmis hayvan calismalari, hafif derecede meydana gelen beyin
hasarinin  beyindeki protein/lipid molekiillerinde bozulmalara, hafif ila orta
kuvvetlerdeki beyin hasarinin miyelin dejenerasyonuna ve orta ila siddetli derecede
meydana gelen beyin hasarinin ise kanlanmada bozulmalara yol agtigim
gostermektedir (Thatcher ve ark 2001).

Insanlarda hafif derece TBH dahi, konsantrasyon giicliigii, kisa siireli hafiza
bozuklugu, diisiincede yavaslik, depresyon, dogru kelimeyi segmede gli¢liik, azalmis
dikkat, tepki verme siiresinde ve benzeri biligsel islevlerin hizinda ve etkinliginde bir
azalma ile sonuglanabilmektedir. Bunun yaninda psikososyal bozukluklar da
goriilebilmektedir (Thatcher ve ark. 2001).

TBH’nda, kontiizyon (ezik), laserasyon (yirtilma) ve intrakraniyal kanamaya
neden olabilecek temasl yaralanmalar fokal beyin hasar1 , yaygin aksonal hasara ve
beyinde sismeye neden olan hizlanma/yavaglama yaralanmalar1 diffiis (yaygin )
beyin hasari olarak siniflandirilmaktadir (Werner ve Engelhard 2007).

Kafa travmasinda birincil yaralanmaya bagl olarak, dogrudan travmanin neden

oldugu doku hasar1 ve serebral kan akisinda ve beyin metabolizmasinda
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hasargoriilmektedir. Bu evrede anaerobik glikoliz sonucu yogun laktik asit birikimi,
membran gecirgenliginde artis ve 6dem olusmaktadir. Olusan hasar sonucunda ATP
depolar1 tiikenir ve anaerobik glikoliz yeterli miktarda ATP iiretimi saglayamaz.
Sonucunda ATP bagimli iyon pompalari islev géremez hale gelir( Dilmen ve ark
2015, Pearn ve ark 2017).

Ikincil yaralanma, travmadan sonra saatler icerisinde gériilebilecegi gibi giinler
ve aylar1 kapsayan uzun bir periyot sonrasinda da ortaya c¢ikabilmektedir. ikincil
yaralanma doneminde iskemi benzeri bir patern ile mitokondri islev bozukluklari,
iyonik dengesizlikler, asir1 ndrotransmitter salinimi, lipit peroksidasyonu, hiicre
membran yikimi ve ndron Sliimiiyle sonuglanabilmektedir. Glutamat, aspartat gibi
eksitator norotransmitterlerin asir1 salinimi NMDA ve AMPA reseptorlerini uyararak
voltaj bagimli Na* ve Ca*? kanallarnin aktivasyonuyla terminal membranda asiri
uyarilma meydana getirir. Na* ve Ca*2 un siirekli hiicre igine yonelik akis1 hiicrelerin
Oliimiiyle sonuglanacak bir dizi intraseliiler mekanizmay1 baglatmaktadir. Hiicre igi
kalsiyum miktarindaki asir1 artis, lipid peroksidaz, proteaz ve fosfolipazlar1 aktive
ederek intraselliller serbest yag asidi ve serbest radikallerin konsantrasyonunun
artmasina sebep olmaktadir. Ayrica hiicre ici translokaz ve endoniikleaz gibi
enzimlerin aktivasyonu hiicre membran1 ve DNA’ya hasar vererek nekroz ve/veya
apoptozise neden olabilmektedir. Beynin travmaya karsi enflamatuar yaniti ¢ok
yonlii olup, merkezi sinir sistemine ait bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu, periferik
sisteme ait bagisiklik hiicrelerinin beyin infiltrasyonu ve enflamatuar sitokinlerin,
kemokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin yukar1 regiilasyonundan  meydana
gelmektedir (Werner ve Engelhard 2007, McGinn ve Povlishock 2016). Kafa
travmasinin tedavisi, morbidite ve mortaliteyi biliylik Olclide azaltacak sekonder
beyin hasarin1 6nlemeyi amaglamaktadir.

Intrakraniyal boliim ii¢ farkli hacimden meydana gelmistir. Beyin parankim
dokusu en fazla hacme sahip olan intrakraniyal beyin kompartmanidir ve yaklasik
olarak tiim hacmin %83 ilinii olusturmaktadir. Diger intrakraniyal kompartmanlar ise
beyin omurilik sivist (BOS, %11) ve kandir (%6). Bu hacimlerin her biri
intrakraniyal homeostatik dengenin diizenlenmesinde siki bir iligki igerisindedir.
Ancak herhangi bir sebep ile kafa i¢i hacim normal bilesenlerin hacmini asacak
olursa sistemdeki aksaklig1 telafi edici bir dizi mekanizma devreye girmektedir. TBH
sonrast beyinde hem sitotoksik hem de vazojenik 6dem ve venoz tikaniklik meydana

gelebilmekte ve sonucunda ise intrakraniyal hacimde bir artig goriilmektedir. Ancak
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beyin dokusunun sikistirilamayan bir dokudur. Sonug¢ olarak, 6demli beyin dokusu
baslangicta serebrospinal sivinin spinal bdlmeye ekstriizyonuna neden olacaktir.
Sonunda, kan, 6zellikle de vendz kaynakli, beyinden de ¢ikarilir. Uygun miidahale
olmadan ve bazen maksimum miidahaleyle bile, telafi edici mekanizmalar basarisiz

olur ve nihai sonug¢ patolojik beyin sikismasi ve ardindan dliimdiir (Galgano ve ark
2017).
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Sekil 2.2.2.1. TBH. Travmatik beyin hasarinda (TBH) yer alan karmasik
molekiiler mekanizmalar1 incelemek, TBH i¢in yeni tedaviler gelistirmek i¢in ¢cok
onemlidir. TBH i¢in mevcut tedaviler Oncelikle hasta stabilizasyonuna ve
semptomlarin hafifletilmesine odaklanmaktadir. Bununla birlikte, alan, kronik

patolojiye yol acan hiicre Oliimii, oksidatif stres ve enflamatuar kaskadlar

onlemek i¢in tanimlanmis tedavilerden yoksundur.

2.2.3.0ksidatif Stres ve NOS

TBH enflamatuvar ve oksidatif yollar nedeni ile olduk¢a karmasik bir
hastaliktir. Dogrudan travmanin neden oldugu birincil yaralanma, TBH

sonuclarinin  6nemli bir belirleyicisi olup ikincil yaralanma neden olur.
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Inflamasyon, oksidatif stres ve glutamat toksisitesi nedeniyle kalsiyum
homeostazi, néroinflamasyon ve oksidatif dengesizlige bagh stres, TBH sonrasi
yaralanmay1 siddetlendirerek beyin hasarina ve O6demlere yol agarak hiicre
Olimiine neden olur. Nitrik Oksit (NO) sentaz insanda vaskiiler endotel, beyin,
beyincik, makrofajlardan izole edilmis olup molekiiler agirligi 130.000 ile
155.000 arasinda degismektedir. NO santral sinir sisteminde ©Onemli bir
norotransmitter olarak kabul edilmektedir. Glia hiicreleri ve ndronlardaki NO
sentezi, cGMP sentezi ve glutamat reseptdr etkinlemesi arasinda iliski oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Nitrik oksit (6zellikle nitrik oksitle iligkili iNOS)
serebral vazospazm, TBH gibi ¢esitli patolojik siireclerin gelisiminde 6nemli role
sahiptir. Bu yiizden, nitrik oksit sentaz inhibitorleri s6z konusu durumlarin

tedavisinde rol aliyor olabilirler.

Traumatic Brain Injury
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—| Oxidative S X
[ ER stress ] ¢ [ Stress ] p [Inflammatlon]

A\ D 4
ST T T T

Edermia Motor Neuronal Cognitive BBB
deficits death dysfunction damage

Sekil 2.2.3.1 TBH ile olusan primer ve sekonder degisiklikler artan bir

Free Radical d NOX
scavengers inhibitors
ROS/RNS

enflamasyon, astrogliosiz ve ddem ile gerceklesip néronlarin kaybina neden olur.
Savunma amacl salgilanan parakrin sekresyonlar ile beyin kaynakli noérotrofik
faktor (BDNF)gibi birgok biyolojik faktoriin ndron korunmasini saglamasi
gerceklesmektedir. Artan oksidatif stresin nedeni iiretilen radikal oksijen
formasyonu ve lipid peroksidasyonudur. Astrosit aktivasyonu ve gelisen

enflamasyon 6demle sonuglanmaktadir. Odemin uzun siirmesi hasarin kalicilig



ve siddeti ile iliskili olup davranis bozukluklarinaparaleldir. Degisen immiin
profil bu bozukluklara destek vermektedir.

Serbest oksijen radikalleri veya daha genel olarak reaktif oksijen tiirleri
(ROS) miktar1 mitokondriyal oksidatif fosforilasyon zincirlerinde belirlenir.
Stiperoksit, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH) dahil olmak
izere birgok farkli kismen indirgenmis ROS ¢esidi vardir. ROS teriminin modern
kullanimi hem oksijen radikallerini hem de kolayca serbest radikallere (O3,
H202 ve 102) doniigen radikal olmayanlari igerir. Siiperoksit anyonlarinin
stiperoksit dismutaz (hem sitozolde, hem bakir/¢inko ile iliskili izoformda hem de
mitokondri manganez ile iliskili izoformda bulunan SOD'ler) tarafindan
dismutasyonu, H2O2 {iretimi ile sonuglanir. Nitrik oksit (NO), norotransmisyon,
kan basinci diizenlemesi, savunma mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve
bagisiklik diizenlemesi dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siireclerde biyolojik
aktivitelerde 6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak hareket eden
bol miktarda reaktif bir radikaldir. U¢ izoformu vardir. Noronal NO sentazi
(nNOS; tip I), aktive edici mikroglia (makrofajlar) tarafindan ¢ok biiytlik
miktarlarda iiretilen indiiklenebilir NO sentazi (iNOS; tip II) ve endotelyal NO
sentaz1 (eNOS; tip III) igerir.

Nitrik oksit, proteinlerin nitrozilasyonunda yer alabilir; bununla birlikte
peroksinitrit, tirozin nitrasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve hiicresel 6liim dahil
sitotoksisiteyi indiikleyen oldukc¢a reaktif bir nitrojen tiiriidiir.

Asirt serbest radikal tiretimi (ROS ve RNS) ve enzimatik antioksidan
aktivitenin azalmasi, lipid peroksidasyonu, DNA hasari, protein oksidasyonu ve
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi seklinde hiicresel hasarla sonuglanabilecek
oksidatif stresin ana nedenleri olarak kabul edilir. ROS ve RNS, néronal 6liim
icin hem apoptoz hem de/veya nekroz mekanizmalarinda yer alir. TBH i¢in
oksidatif stresin patofizyolojik etiyolojisi heterojendir ve bir¢cok Olcekte ortaya
cikar. TBH'nin neden oldugu patolojik degisiklikler arasinda yaygin aksonal
hasar olarak da bilinen aksonal kayma, norovaskiiler kompartiman hasar1 ve
noronal ag bozulmasiin yani sira apoptotik ve nekrotik hiicresel hasar yer alir.
Yaralanma sonrasi noroinflamatuvar yanit, proinflamatuar sitokinleri ve serbest
radikal olusumunu igerir. Oksidatif stres, ROS iiretimine yol acan biyokimyasal
stirecler ile Tablo 1'de listelenen enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

hiicresel savunma sistemini Iceren, ROS'un uzaklastirilmasindan sorumlu siirecler
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arasindaki dengesizligin muhtemel bir sonucudur. Oksidatif stresin mitokondriyal
disfonksiyon, kan-beyin bariyeri (BBB) bozulmasi, duyu-motor disfonksiyonu ve

sekonder noronal hasar nedeniyle beyin 6demi olusumuna yol agtigr One

stirilmiistiir.
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Sekil 2.2.3.1. Oksidatif stres.

2.2.4.Hipoksi ve HIF

Beyin sarsintis1 olarak da adlandirilan hafif TBH, motor kusurlara yol acgan
sekelleri baglatir. TBH'min akut fazi, noroinflamasyon ve nitroksidatif patlama ile
iligkiliyken, kronik faz, stimiilasyon eksikligi gosterir. Tedavi siireci ve rejenerasyon.
Hipoksi/iskeminin ana diizenleyicisi olan hipoksi indiiklenebilir faktor 1 alfa (HIF-
la), néro-onarim siirecini uyarir ve boylece beyin travmasindan sonra fonksiyonel
iyilesmeye yardimci olur. HIF-la'nin aktivitesi, HIF-la'nin  S-nitrosilasyon
mekanizmasi yoluyla NO tarafindan diizenlenir.

Hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyonel faktér 1 (HIF-1), hipoksiye yanit
olarak hiicre sagkaliminin kritik yonleri sirasinda gen ekspresyonunun ana

diizenleyicisidir. Aktif formu, hiicresel oksijen seviyeleri tarafindan diizenlenen HIF-
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la ve HIF-1B alt birimlerinden olusan dimerik bir transkripsiyonel komplekstir.
Normoksik kosullar altinda HIF-la, oksijene bagimli prolin hidroksilazlar tarafindan
hidroksile edilir ve hizla yok edilir. Hipoksik kosullar altinda, noroproteksiyon,
eritropoez, apoptoz modiilasyonu ve hiicre proliferasyonunda yer alan ¢ok sayida
hedef genin transkripsiyonu ile sonuglanan daha kararli bir aktif kompleks olusur.

(Jin ve ark 2000; Marti ve ark 2000).
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Sekil 2.2.4.1. HIF1a.

2.2.5. Damarlanma ve VEGF

Vaskiiler endotel biiyiime inhibitorii olarak da bilinen tiimor nekroz faktorii
stiper ailesi-15 (TNFSF15), anti-anjiyogenezi ve enflamasyonu modiile eden bir
sitokindir. Vaskiiler endotel biliylime faktorii (VEGF), TBH takiben anjiyogenezi
ve vaskiiler gecirgenligi destekler. VEGF ve VEGI dengesi, beyindeki vaskiiler
ve bagisiklik sistemi homeostazinin korunmasinda onemli bir rol oynayabilir.
Bununla birlikte, TBH sonrast dolasimdaki VEGF ve VEGI'deki dinamik
degisiklikler ve plazma VEGF ile plazma VEGI arasindaki korelasyon

belirsizligini korumaktadir.
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Sekil 2.2.5.1. Vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF)

2.2.6. Noron Belirteci ve NeUN:

Corhabditis elegans'ta cinsiyet belirleyici bir genin protein iiriiniine homolog

olan bir protein olan NeuN (Fox-3, Rbfox3 veya Hexariboniikleotid Baglayici

Protein-3), yaygin olarak ndronlar i¢in bir biyobelirteg¢ olarak kullanilan bir néronal

niikleer antijendir. NeuN proteini, beyindeki ndronlarin ¢ogunun cekirdeginde ve

periniikleer sitoplazmasinda lokalizedir.
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Cortex DG

Sekil 2.2.6.1. NeUN proteini, beyindeki ndronlarin ¢ogunun ¢ekirdeginde ve
periniikleer sitoplazmasinda lokalizedir.

2.2.7.Elektroensefalografi ve Elektrokortikografi:

Hafif TBH (mTBH), elektroensefalografi (EEG) kayitlarinda goriilebilen
elektrofizyolojik anormalliklerle sonuglanan beyin hasarina neden olur. TBH sonrasi
EEG, posterior baskin ritmin yavasladigini ve saatler icinde normale donebilen veya
haftalar icinde daha yavas diizelebilen yaygin teta yavaslamasiin arttigin1 gosterir.
Hafif travmatik beyin hasarma 06zgii net bir EEG veya kantitatif EEG (qEEQG)
ozelligi yoktur. Hafif travmatik beyin hasarindan (mTBI) sonra akut EEG
degisiklikleri olarak mTBI'dan hemen sonra, epileptiform aktivite (yiiksek genlikli
keskin dalgalar veya yiiksek frekansli desarjlar), ardindan kortikal aktivitenin tipik
olarak 1-2 dakika siiren diffiiz baskilanmasi ve ardindan 10 i¢inde normal taban
cizgisine donen yaygin EEG yavaslamasi gelir. En yaygin olarak, artan teta, artan
delta veya artan teta: alfa oram ile ortalama alfa frekansinda ani azalma goriiliir.
Elektroensefalografi (EEG) sagh deri lizerine yerlestirilen elektrotlar yardimiyla
serebral biyoelektriksel aktivitnin kaydedilmesi islemine denir (Picton and Mazaheri
2006). Ik defa Hans Berger tarafindan insan beyninden elektriksel aktivite kaydi
yapilmistir. 1929 yilina dayanan tarihine ve alternatif goriintiileme tekniklerine (PET,
fMR ve magnetoensefalografiye) ragmen halen serebral biyoelektriksel aktivitenin
degerlendirilmesinde kilavuzluk etmektedir. EEG epilepsi tanisinin konulmasi, ndbet
siiflandirilmasinda ve hastalarin takibinde kullanilmaktadir Buna ek olarak mental
durum, uyku bozukluklari, beyin Oliimiiniin degerlendirilmesinde de siklikla
kullanilan bir tekniktir (Bora ve ark 2008). EEG, diisiik maliyetli ve noninvaziv bir
teknik olmasi sebebiyle epilepsi teshisi icin tercih edilmektedir (Acharya ve ark
2019).
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Sekil 2.2.7. Elektroensefalografi

Beyinde noron olarak adlandirilan sinir hiicreleri ve yardim goérevinde bulunan
glial hiicreler olmak {izere iki ana hiicre siifi bulunmaktadir. Her iki hiicre sinifinda
da hiicrelerin dinlenim membran potansiyelleri yaklasik olarak 80mV'dir ve hiicre i¢i
negatif potansiyeldedirler. Hiicre zarinda meydana gelen negatif potansiyelin kaynagi
K+, Nat+, Cl- ve biiylik organik anyonlarin hiicre i¢i ve disi dagilimlarindaki
farkliliktir. Ca+ + iyonlari ise diger iyonlara gére daha az miktarda bulunur, ancak
onemli bir diizenleyici role sahiptirler. Hiicrenin sahip oldugu bu elektriksel
potansiyel, enerji kullanilarak K + katyonlarinin hiicrenin i¢ine ve Na + 'in disariya
aktif tasinmastyla olusmaktadir.

Noronlarda elektriksel aktivite, aksiyon potansiyellerinin ve postsinaptik
potansiyellerin (PSP) meydana gelmesi ile olusur. Hiicre membraninin elektriksel
uyarimi bir esigi siddetini asacak olursa aksiyon potansiyeli meydana getirmektedir.
Ancak postsinaptik potansiyeller esik alt1 olaydir. Noron membraninda Na+ iyonuna
gecgergenlikteki hizli artis sebebiyle hiicre iceresine yogun miktarda Na+ iyonunun
akis1 gerceklesmektedir. Bu akig hiicre igerisindeki potansiyelin hizli bir sekilde
artmasina ve i¢ ile dis1 ortam arasindaki potansiyelin hiicre i¢inde negatiften pozitife
(yaklasik +30 mV) dogru degisimine neden olmaktadir. Daha sonra K+ iyonlarina

karsi membran gegirgenliginde meydana gelen artiy K™ iyonlarmin ise hiicre
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icerisinden disarisina dogru ¢ikigina izin vermekte, Na+ iyonlar1 igin ise
gecirgenlikte azalmaya sebep olmaktadir. Hiicre i¢i ortamin elektriksel farki dis
ortama gore negatiflesir yani eski konumuna geri doner. Bu sekilde aksiyon
potansiyeli olusmus olur."Ya hep ya hi¢" kuralin uygun olarak esik {istii uyaranlar
icin, sabit bliylikliikkte bir aksiyon potansiyeli iiretilirken, esik alti uyaranlar icin
noronda aksiyon potansiyeli gerceklesmez. Olusan aksiyon potansiyeli diger bir
noron hiicresine aktarilirken sinaptik aralikta bir sonraki néronun postsinaptik zarinin
gecirgenliginde bir degisiklife sebep olacak norotransmitterlerin  (araci
kimyasallarmn)  salinimin1  saglamaktadir.  Presinaptik  ndérondan  salinan
norotransmitterler postsinaptik ndéron membraninda reseptorii ile baglanti kurarak
iyonlarin zardan gecirgenligine sebep olurlar ve zar boyunca potansiyeller yaratilir.
Sinaptik aktivitenin eksitatdor ya da inhibitdr olarak etki gostermesi postsinaptik
membranin depolarize ya da hiperpolarize olmasi ile iligkilidir. Eksitator postsinaptik
potansiyeller (EPSP), hiicre i¢ine pozitif yiiklii iyonlarin akimini kolaylastirarak
hiicrenin depolarize olmasmi saglamaktadir. Inhibitér postsinaptik potansiyeller
(IPSP) ise hiicre digina K+ iyon akimim arttirarak ya da hiicre igerisine Cl- girisini
saglayarak hiperpolarizasyona neden olurlar. Binlerce, hatta milyonlarca néronun
(6zellikle kortikal piramidal hiicrelerin) net EPSP ve IPSP’lerinin toplammin
meydana getirdigi elektriksel akim, yiizeyel EEG aktivitesini olusumunu
saglamaktadir.

Farki frekanstaki ritimlerin EEG'ye sagladigi katki, denegin yasina ve
davranmigsal durumuna, Ozellikle de uyaniklik diizeyine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Picton ve Mazaheri 2006).

Delta ritmi, 4 Hz den daha yavas olan elektriksel aktivitelerdir. Derin uyku
(NREM III ve 1V) sirasinda yetiskin bireylerde goriilebilmektedir. Ancak istirahat
halindeki uyanik yetiskilerde delta aktivitesinin varligi mutlak bir patolojinin
varhigimi gosterir. (Picton ve Mazaheri 2006). Buna karsin siit ¢ocuklarinda delta
ativitesi normaldir ve siklikla goriilmektedir.

Tetra ritmi Frekans1 4-7 Hz arasindadir. Cocuklarda belirgin olarak goriilen teta
ritimleri yetigskin insanlarda serebral gelisimi takiben nadir olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte, kemirgenlerde baskindir; yiiksek genlige ve karakteristik testere
disi sekline sahiptir. Kemirgenlerdeki teta ritimlerinin beyin yapilar1 arasindaki bilgi
transferinde bir gecit mekanizmas1 gérevi gordiigii varsayilmaktadir. Insanlarda, teta

bandindaki aktivite duygusal veya bazi bilissel durumlarda ortaya c¢ikabilir;
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patolojinin neden oldugu alfa ritimlerinin yavaslamasiyla da baglantili olabilir.
Yetiskinlerde fokal veya lateralize teta aktivitesinin tespiti bolgesel bir serebral
patoloji gostergesi olabilirken, diffiiz teta aktivitesinin varlig1 ndrolojik hastaliklarda
siklikla karsilasilan bir durumdur.

Alfa ritimleri, uyanik durumda, gozler kapali ve rahat bir konumdayken
baskindir. Alfa ritmi frekans araligi 8-13 Hz dir. Yetiskinlik diizeyinde ise siklikla
alfa ritminin 9-11 Hz araliginda oldugu goriilmektir En fazla basin arka bolgelerinde
(parietal ve oksipital bolgelerde) bulunmasina ragmen santral ve temporal bdlgelerde
de goriilmektedir. Gorsel uyarilma, dikkat, zihinsel aktivite gibi bilissel fonksiyonlar
alfa ritminin zayiflamasina veya baskilanmasina sebep olur (Picton ve Mazaheri
2006). Saglikli bireylerde EEG kaydinda alfa aktivitesi baskindir ancak serebral
patoloji goriilenlerde, antikonvulzan kullananlarda, ileri yaslarda alfa ritminde
azalma goriilebilmektedir. Bunun tersine ¢ocuklarda ve tirotoksik ileri yaslilarda alfa
ritminde artiglar tespit edilebilmektedir. Alfa aktivitesinde iki hemisfer arasinda
amplitiitler degerlendirildiginde hafif bir asimetrinin olabilecegi goriilmektedir.
Bunun sebebinin de genellikle sag hemisferin dominant hemisfer olmamasi ve
kranium kalmliginin farklarindan dogabilecegi disiiniilmektedir. Alfa ritmi
baskilanmas1 ve ampliitiitteki artis hemisferde bir lezyonun varligim1 isaret
edebilmektedir.

Beta ritmi, 13-30 Hz frekansa sahip , artan uyaniklik ve odaklanmig dikkat ile
bilissel performansin aktif olarak sergilendigi durumlarda ortaya ¢ikan ritmik bir
elektriksel aktivitedir (Picton ve Mazaheri 2006). Ayrica Rem uykusu, uykuya
dalma, yiizeyel uyku ve hizli goz hareketlerinin belirgin oldugu zamanlarda beta
ritmi sikilikla goriilmektedir. Beta ritmi, barbitiiratlar ve benzodiazepinler gibi cesitli
farmakolojik ajanlardan etkilenebilmektedir.

Gama ritmi 30 Hz den daha yiiksek frekansa sahip ritimlere denir. Gama
aktivitesinin bilgi isleme (duyusal uyaranlarin anlamlandirilmasi) ve istemli
hareketlerin hayata gecirilmesiyle baglantili oldugu bilinmektedir (Picton ve
Mazaheri 2006) Bora ve ark 2008).

2.2.8.PA
Diinya ¢apinda milyonlarca insan ndrodejeneratif hastaliklardan (ND'ler)
etkilenmektedir. ND'ler, yiiksek diizeyde enflamatuar biyobelirtegler ve oksidatif

stres kosullarmin eslik ettigi ilerleyici hasar ve sinir hiicrelerinin 6liimii ile
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karakterize edilir. Nar (Punica granatum) tohumu yaginin ana biyoaktif bileseni olan
punisik asit, gii¢lii anti-oksidatif ve anti-enflamatuar etkiler gosteren konjuge a-
linoleik asidin bir omega-5 izomeridir ve genis bir yelpazeye karsi olumlu etkisine
katkida bulunur.. Punisik asit, peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptdrlerin
ekspresyonunu artirarak oksidatif hasar1 ve inflamasyonu azaltir. Ek olarak, GLUT4
proteininin ekspresyonunu ve kalpain hiperaktivasyonunun inhibisyonunu artirarak
beta-amiloid birikintilerinin olusumunu ve tau hiperfosforilasyonunu azaltabilir.
Yiiksek diizeyde punisik asit iceren mikrokapsiillii nar, HDL'de antioksidan PONI
aktivitesini arttirir. Punisik asidin beyindeki sinirli gecirgenligi nedeniyle, beyindeki
punisik asidin biyolojik aktivitesini arttirmak ve noérolojik bozukluklarin
semptomlarini azaltmak i¢in ¢esitli dagitim formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Punisik
asit, Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir nutrasétik bilesiktir.

Nar (Punica granatum), Punicaceae familyasina ait Bati Asya kokenli eski ve
uyarlanabilir bir meyvedir. Orta Dogu, Asya, Avrupa ve Amerika iilkeleri de dahil
olmak {izere diinyanin her yerinde, 6zellikle subtropikal ve tropik bolgelerde
degisken iklim kosullarinda yetistirilmektedir. Meyvenin toplam agirliginin yaklagik
%50's1, onemli bir fenolik bilesik, mineral ve kompleks polisakkarit kaynagi olan
kabuga karsilik gelir. Nar meyvesinin yenilebilir kism1 ise su, seker, pektin ve
tohumlardan (%10) zengin taneler (%40) igerir. Nar tohumlari, yararli etkilerine
katkida bulunan polifenoller ve yag asitleri gibi bir¢cok bilesen icerir. Nar Cekirdegi
Yagi (PSO), toplam tohum agirliginin yaklagik %12'sini ve %20'sini temsil eder.
PSO 14 yag asidi igerir, bunlarin en bol olan1 %50-80 punisik asit, bunu linoleik asit
(%13-20), palmitik asit (%6-9), stearik asit (%2-3), oleik asit (%8-9), linolenik asit
(%0,06-0,08) ve arasidik asit (%0,68-0,90) takip eder. PSO'nun ana biyoaktif
bileseni olan punisik asidin, osteoporoz gibi ¢ok cesitli hastaliklara karsi olumlu
etkisine katkida bulunan, anti-obezite Ozelliklerine sahip, antioksidan ve lipid
metabolizmasi ile ilgili ekspresyonu artiran giiglii bir anti-oksidatif etki sagladigi
gosterilmistir. Kendi basina punisik asit, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-
obezite, anti-proliferatif ve anti-karsinojenik 6zellikler gibi genis bir biyolojik etki
yelpazesine sahiptir. Punisik asit, konjuge a-linolenik asidin (CLnA) bir omega-5
izomeridir ve konjuge linoleik asit (CLA) ile yapisal benzerlikler gosterir. Punisik
asit icin aciklanan ana biyolojik mekanizma, hiicre farklilagsmasi ve

proliferasyonunda yer alan genlerin ekspresyonunu kontrol eden, lipit
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metabolizmasinda yer alan enzimleri ve glukoz homeostazini diizenleyen peroksizom
proliferatorle aktive olan reseptorlerin (PPAR'lar) diferansiyel ekspresyonunun
modiilasyonunu igerir. Ek olarak, PPAR'lar, proinflamatuar biyobelirteglerin
aktivasyonu ve ftretimi ile yakindan iliskilidir. Punisik asidin antioksidan ve
antienflamatuar Ozellikleri, ND'lerin tedavisinde yararli etkiler saglayabilirken,
ND'lerin ilerlemesiyle ilgili farkli yollarda etkilesime girme sekli, ona diger anti-
oksidatif nutrasdtiklere gore avantajlar saglayabilir. Dogada, punisik asidin (PuA) en
bol kaynagi nardir (Punica granatum) ve nihai miktar1 meyve genotipine baglidir.
Punisik asidin ac¢iklanan ana oOzellikleri arasinda hidroksilleri temizleme, metal

selatlama ve azaltma yetenegi vardir (Guerra-Vazquez CM ve ark 2022).

2.2.9. AMAC

TBH yiiksek siklik orani, gen¢ yetiskinleri daha cok etkilemesi ve hayatta
kalanlarda ileri fonksiyonel kisitlanmalarin goériilmesi nedeniyle énemli bir sosyal
saglik problemdir. Travmatik beyin hasarina yola acan mekanizmalar primer ve
sekonder yaralanma olarak smiflandirilabilir. Primer mekanizmalar yaralanma
aninda olustugu halde sekonder yaralanma, primer mekanizmalara organizmanin
yanitidir ve her ikisi de fokal veya diffuz olabilir. Sekonder yaralanma sirasinda,
hipotansiyon, intrakranial basing artisi, serebral perfiizyon basing azalmasi, noral
hiicre membran harabiyeti gibi olaylar goriiliir. TBH na yanit olarak hiicresel
diizeyde glutamat salgilanmasi AMPA ve NMDA reseptorlerini aktive ederek
kalsiyum ve sodyum ndronal gegisini artirir. Sodyum/potasyum oranini
saglayabilmek icin ndronal enerji depolari bosalir, néronal hiicre membraninin
harabiyeti ile serbest radikaller ve oksidanlar ¢ikar ve bunlar glutamatin artigina,
dongiiniin devamina yol acar. Intraselliiler kalsiyum artis1 ile caspase (proteolitik
enzim) gibi enzimler noronal apopitozise yol agar (Vonder Haar C ve ark 2016).

Deneysel hayvan modelleri TBH'da ikincil yaralanma siiregleri arastirmak ve
olasi1 tedavi edici yaklagimlar i¢in klinik dncesi veri saglamak i¢in kullanilir. Hayvan
modellerinin gelistirilmesi yeni tedavi girisimlerin karakterizasyonu yani sira, klinik

ortamda yapilamayan insan TBH, biyomekanik hiicresel ve molekiiler yonlerini
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incelemek icin gereklidir. Deneysel kafa travmalari modelleri arasinda agirlik
diistirme modelleri, Kontrollii kortikal darbe modeli, Sivi perkiisyon yaralanma
modelleri sayilabilir (Vonder Haar C ve ark 2016)

Beyin hasarina yol agan mekanik faktorlerin anlasilmasi hem etkili 6nlemlerin
alinmasi hem de kafa travmalarinin kisa ve uzun dénemdeki olumsuz sonuglarmin
minimalize edilmesi agisindan gereklidir. Travmanin yoOnii, siddeti, siiresi ve
lokalizasyonu kafa travmasinin tipinin ve agirliginin belirlenmesini saglar. Punicic
Asit (PA), Nar Cekirdegi Yaginin (PSO) yaklasik %70-80'ini olusturan ¢oklu
doymamis bir yag asididir. PA'nin metabolizmasini ve biyoyararlanimin
degerlendirmek icin hayvanlar iizerinde c¢ok sayida farmakokinetik ¢alisma
yapilmistir. Etkinlik denemelerinin sonuglari, PA'nin dolasimdaki konjuge linoleik
aside (c9t11) kolayca metabolize olduguna dair 6nemli kanitlar ortaya koymustur.
PA'nin siganlara 24 saatlik bir siire boyunca oral yoldan verilmesi, PA'nin plazma ve
bobrek, karaciger, beyin, kalp ve yag dokular1 gibi siganlarin diger organlarinda
(CLA) metabolizmasini sagladigi belirlenmistir. ¢9t11 konjuge linoleik asit ise insan
viicudunun korunmasinda biyolojik olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. PA’ in ¢esitli
hayvan modellerinde yapilan calismalar sonrasinda diyabet/insiilin intoleransi
tizerine etkileri potansiyel olarak faydali oldugu bulunmustur. Tiim bunlara ek olarak
Nar ¢ekirdegi yagmin yiiksek yagli bir diyetin neden oldugu obeziteyi onledigi ve
farelerde insiilin duyarliligini arttirdig1 gosterilmistir (Vonder Haar C ve ark 2016).

Herhangi bir terapotik miidahalenin ¢ok yonlii olmasi ve ayni anda farkl
hiicresel degisiklikleri modiile etme yetenegine sahip olmasi gerekir. Farklh
farmasotik etkilesimler nedeniyle, farkli ilaglarin kombinasyonlar1 uyum i¢inde iyi
calismaz ve olumsuz fizyolojik kosullara neden olur. TBH'yi takiben terapotik bir
midahale olarak dogal bilesiklerin kullanilma olasilifin1 arastirmaya yonelik
arastirmalar baslamistir. Bu bilesikler normalde ¢ok diisiik toksisiteye sahiptir ve
digerleriyle azaltilmis etkilesimlere sahiptir. Bu fitokimyasallardan bazilari, ikincil
yaralanma kaskadinin temel bilesenlerini dengelemek icin olas1 terapotik

miidahaleler potansiyeline sahip gibi goriinmektedir (Vonder Haar C ve ark 2016).
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Sekil 2.2.9.1 Nar (Punica granatum) tohumu yaginin ana biyoaktif bileseni
olan punisik asit, giiclii anti-oksidatif ve anti-enflamatuar etkiler gésteren konjuge
a-linoleik asidin bir omega-5 izomeridir ve genis bir yelpazeye karst olumlu
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Sekil 2.2.9.2 PA ile TBH tedavisi amaclandi.

Ilaglarin insanlarda travmatik beyin hasarinm1 tedavi etmedeki sayisiz
basarisizligindan dolayi, daha fazla arastirmaci kombinasyon terapileriyle
ilgilenmeye baslamistir. Bu biiyiik 6l¢giide, eksitotoksisite, oksidatif stres, ddem,
noroinflamasyon ve hiicre Oliimiine neden olan yaralanmadan kaynaklanan
hasarin ¢ok modlu dogasindan kaynaklanmaktadir. Coklu ila¢ tedavileri, ikincil
yaralanma kaskadinin bir¢cok yoniinii hedefleme potansiyeline sahipken, daha
onceki birgok terapi belirli bir yone odaklanmistir. Diger terapileri desteklemek
icin kullanilabilecek vitaminler, mineraller ve besinlerdir. Bunlarin ¢ogu diisiik
toksisiteye sahiptir. Son 20 yilda, beyin hasar1 i¢in besinlerin takviyesine ve
suprafizyolojik dozajina olan ilgi artmis ve gergekten de bir¢ok vitamin (B2, B3,
B6, B9, C, D, E), sifali bitkiler ve geleneksel ilaglar (ginseng, Gingko biloba)
dahil olmak {izere deneysel modellerde beyin hasari i¢in nutrasotik tedavi

kategorisinde One ¢ikan birkag tedavi klinikte kullanilmaya baglamistir. Ek olarak
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Flavonoidler ve diger besinler (magnezyum, ¢inko, karnitin, omega-3 yag asitleri)

klinik tedaviler igin giiglii bir potansiyele sahiptir (Vonder Haar C ve ark 2016).
Bu ¢alismada TBH icin PA terapotik etkinligi oksidatif stres, damarlanma,

hipoksi ve apoptoz acisindan incelenmesi ve EEG ile iliskilendirilmesi

amaglandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Protokolii

Calisma Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ nde yapilmis olup 40 adet, agirliklar1 300+£350 gr arasinda
degisen 10-12 haftalik eriskin erkek siganlar kullanilmistir. Sicanlar 3 giin boyunca
(adaptasyon ig¢in) herhangi bir saglik problemi belirtisine karsi bekletilmistir.
Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar altinda (22°C sicaklik, %30-70 nem,
aydinlik/karanlik dongiisii 12/12 saat) tutulmustur. Kuru pelletler ve ¢esme suyu ile
beslenmeleri saglanmistir. Deney gruplari;

Grup 1: Kontrol grubu, Sadece cilt kesisi yapilacak bunun disinda higbir
uygulama yapilmadi, n:8

Grup 2: Sham grubu, kafa travmasi sonrasinda normal beslenen siganlari
igermektedir n: 8

Grup 3: Kafa travmasi sonrasinda normal beslenmeye ek olarak 1,2 gr/ giin
Punicic asit gavaj yoluyla 3 giin siireyle verildi. n: 8

Grup 4: Kafa travmasi sonrasinda normal beslenmeye ek olarak 2,4 gr/ giin
Punicic asit gavaj yoluyla 3 giin siireyle verildi. n: 8

Grup.5: Kafa travmasi sonrasinda normal beslenmeye ek olarak 3,6 gr/ giin

Punicic asit gavaj yoluyla verildi. n: 8

Travma ve tedavi grubundaki sicanlara, kraniektomi yapildiktan sonra travma
modeli olarak yiiksekten agirlik diigiirme yontemi uygulandi. Travma sonrasi PA
uygulamas: hergiin gavaj yolu ile gerceklestirildi. Histopatolojik ve biyokimyasal
analizlerle noroprotektif etkinlik i¢in oksidatif stres ve apoptoz agisindan

degerlendirilmek tizere 6rnekler alindi. EEG ¢ekimleri yapildi.

3.2. TBH

Calismamizda uygulanan Marmarou'nun darbe hizlandirma agirlik diistirme
modeli, yaygin bir aksonal yaralanma modelini indiiklemek i¢in kullanilir. 300-450

gr arasinda degiskenlik gdsteren celik agirlik, 1 m'lik yiikseklikten pleksiglas tiipiin
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icinden gegcirilerek disiiriiliir. Pelksiglas tiipiin i¢ ylizeyi 20 mm, dis ylizey ise 25
mm ¢apta olup i¢ yiizey siirtlinmeyi azaltmak i¢in ince bir yaglayici ile sivanir. Kask
olarak 2 mm kalinhiginda ¢elik disk kullanilir. Anestezi uygulanmis sicanlarin her
birinin kafa derisi tras edilir ve orta hat insizyonu yapilarak periost agilir. Metalik
disk, kemik mumu kullanilarak kafatasinin orta kismina sabitlenir. Hayvanlar kopiik
yatak ilizerine prone pozisyonda yerlestirilir. Daha sonra pleksiglas tiipiin alt ucu
dogrudan kaskin {izerine gelecek sekilde diizenlenir ve belirlenen agirlik diisiiriiliir.

Tekrarlanan darbeleri 6nlemek i¢in agirliga esnek olmayan bir ip baglanir.

Sekil 3.2.1: Kafa travmasi c¢alismamizda kullandigimiz agirlik diislirme
sistemi. Mavi ok: I¢ ¢ap1 20 mm, dis ¢apt 25 mm olan cam boru, Kirmiz1 ok:450 gr
arasinda degiskenlik gosteren celik agirlik, Beyaz ok: Kask olarak kullanilan 2 mm
kalinliginda celik disk.
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A modified Bederson The grip tost

score
0 No deficit 0 Falls oM,
Forelimb flexion 1 Hangs onto string by one or
both forepavs
2 As for 1, plus decreased 2 As for 1, and attempts 1o climd
resistance 10 ateral push oo string
3 Unidirectional circing 3 Hangs onto string by one or
both forepaws plus one or both
hind paws.
4 Longitudingl spinning or 4 Hangs onto siring by fore and
SS2Ure actwty hind paws phus tal wrapped

Figure | Graphical representation of motor function scores.

Notes: Rats with no deficit were scored 0 (A); rats with forelimb flexion influencing wrist (B) or shoulder (C) were scored |; rats with forelimb flexion plus decreased
resistance to lateral push were scored 2 (D); rats with unidirectional circling to the deficit side were scored 3 (E); rats with longitudinal spinning to the deficit side (F) or
seizure activity (G) were scored 4; rats with no movement were scored 5 (H).

Sekil 3.3.1. Klinik skorlama

3.4.Biyokimyasal Degerlendirme

Hayvanlar oldiiriilmeden 6nce, alinan kardiyak kan numuneleri, serum ve
plazmay1 ayirmak i¢in 4°C'de 4,500 dev/dak'da 5 dakika santrifiijlendi.
Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimini saptama yontemi prensibi, nitroblue
tetrazolyumun (NBT) stiperoksit {ireticisi ksantin-ksantokinaz —sistemi
tarafindan indirgenmesine dayanmaktadir. SOD aktivitesi birim/g (U/ml) doku
proteini olarak ifade edildi. Lipid peroksidasyon dl¢iimii Esterbauer yontemi
kullanilarak yapildi. 90 - 95 °C'de tiyobarbiitirik asit ile reaksiyona giren
malondialdehit (MDA) pembe bir kromojen olusturur. On bes dakika sonra
ornekler hizla sogutuldu ve absorbanslar1 532 nm'de spektrofotometrik olarak
okundu. Elde edilen degerler umol/g protein olarak ifade edildi (Mete ve ark
2021).
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3.6.1. Histopatolojik Degerlendirme

Deneyin sonlandirilmasini takiben sicanlar genel anestezi altinda (10 mg/kg
ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin), 6tenazileri yapildiktan sonra beyin beyincik dokulari
¢ikarilarak %10’ luk formalin igerisinde 24—72 saat tespit edilmistir. Akar suda
formalinden kurtarildiktan sonra Ornekler rutin doku takip prosediiriinii takiben
parafin bloklara gdmilmiistiir. Parafin bloklardan mikrotom ile yaklasik 5 pm
kalinliginda kesitler alinmigtir. Bu Kesitler her bir adezivli lamda 3—4 adet olacak
sekilde dizilmistir. Kesitler 56°C derecede de etiiv i¢inde deparafinize edildikten
sonra ¢esme suyunda yikanip histopatolojik inceleme i¢in Hemotoksilen—Eo0zin

boyasi ile boyandi (Mete ve ark 2021).

3.7. Histokimyasal Boyama:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracilig1 ile alinan 5 pm’lik parafin kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki degisim ksilene tabi tutulmustur. Ardindan rehidratasyon iglemi icin %95’den
%60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akarsu altinda yikanmustir.
Kesitler 2 dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akar suda yikanan kesitler 30 saniye eozin ile
boyanmustir. Ayni sekilde 5 dakika akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla
%80 ve %95°1ik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile
kapatilmigtir. Isik mikroskobunda incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar

degerlendirildi (Mete ve ark 2021).

3.8. Indirekt Iimmunohistokimya Boyamasi:

Alman kesitler immunohistokimyasal boyama icin bir gece 60 °C’lik etiivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan %95’ten %60°a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletilmistir. Dakopen ile
sinirlandirilan %0,5’lik tripsin soliisyonu i¢inde oda sicakliginda 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik H202
uygulanmigtir. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate buffer

solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu ile
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muamele edilmistir. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar anti-eNOS, anti-VEGF, anti-HIF1a ve anti-NeuN ile bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dakika boyanmustir.
Yine ilic defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler,
olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla
DAB ile 5 dk boyanmistir. Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan
sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatilmistir.
Immunohistokimyasal degerlendirme incelenerek zayif (+), orta (++) ve siddetli
(+++) olarak degerlendirilmistir. Boyanan hiicre miktar1 H-skor yoOntemiyle

hesaplanip veriler istatiksel olarak analiz edilmistir (Mete ve ark 2021).

3.9.TUNEL Boyamasi:

Apoptotik hiicre oliimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL) boyama yontemi kullanilmistir. Alinan 5 pm’lik kesitler
deparafinizasyon islemini takiben once distile suda daha sonra 3 defa 5’er dk PBS ile
yikmigtir. Yikandiktan sonra  1/500 oraninda PBS ile diliie edilen 20-pg/ml
Proteinaz-K 370C’de 15 dak. uygulanmustir. 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikamay1
takiben 5 dak. %3’liikk hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden 5’ser
dakika 3 kez PBS ile oda 1sisinda yikanmistir. Ornekler 5 dak. Equilibration buffer
ile oda 1s1sinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37 °C de
60 dak. plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde bekletilmistir. Siirenin ardindan
Stop Wash Buffer ile 10 dak. bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz
Konjugati ile 30 dak. muamele edilen 6rnekler 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikandi.
Ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birka¢ kez distile su ile
yikanmistir. Artalan boyamasi Mayer’s Hematoksileni ile yapilmistir. Kor yontemle
TUNEL pozitif hiicreler saptanmis ve sonuglar istatiksel olarak degerlendirilmistir

(Mete ve ark 2021).

3.10. Western Blot

Orneklerin 3 giin sonunda beyinleri gikarilarak sivi nitrojen i¢inde donduruldu.
RNA izolasyonuna kadar -80°C'de saklandi. Beyin dokulari homojenlestirildi ve
proteinler, eksiksiz, Mini, EDTA icermeyen (Roche Applied Science, Waltham, MA,
USA) proteaz kokteyli ve RIFA lizis tamponu (Millipore, Milford, MA, ABD)
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kullanilarak 6ziimlendi. Protein konsantrasyonu, BCA Protein Assay Reagent Kit
(Pierce, Rockford, IL, ABD) ile belirlendi. HIF-la (100 ug) veya nestin ve VEGF
(sirastyla 50 ug) igin esit miktarlarda protein, %6-12 SDS-poliakrilamid jellerinde
(USB Fueling Innovation, Cleveland, OH, ABD) ayrildi. Proteinler, saf nitroseliiloz
zarlara (Bio-Rad, Richmond CA, ABD) aktarildu.

Membranlar bloke edici tampon, %5 yagsiz kuru siit iginde oda sicakliginda 1
saat dondiirtilerek inkiibe edildi. Membranlar daha sonra fare HIFla monoklonal
antikoru (1:500; Millipore), fare VEGF monoklonal antikoru (1:1,000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) ve fare nestin monoklonal antikoru (1:1,000;
Millipore) ile inkiibe edildi gece boyunca 4 °C'de. Yikamalarin ardindan zarlar,
peroksidazla konjuge edilmis anti-fare immiinoglobulin (1:4,000; Santa Cruz
Biotechnology) ile 1 saat inkiibe edildi. Yikama tamponunda durulandiktan sonra,
bagl antikor sinyali, gelistirilmis Immoblion Western Chemiluminescent yaban
turpu peroksidaz (HRP) substrati (Millipore) ile gelistirildi. Her bir bandin miktar
tayini, bir protein sinyal taramasindan (Fuji LAS 3000 goriintii analiz sistemi;
Fujifilm Medical Systems, Stanford, CT, ABD) sonra dansitometri analizi (Scion
yazilimi; NIH yazilimi, Bethesda, MD, ABD) ile yapildi. HRP (Sigma; 1:25,000) ile
konjiige edilmis fare anti-p-aktin monoklonal antikoru, protein kantitasyonu icin bir

ylkleme kontrolii olarak immiinoblotlarda tespit edildi (Mete ve ark 2021).

3.11. istatistiksel Analiz:

Immunohistokimyasal ~ boyama  sonuglart ~ H-skor  ile  incelenerek
degerlendirilmistir. Boyanma orani semikantitatif olarak derecelendirildi ve 0 =
hiicrelerin %1’den azinda boyanma; 1+ = hiicrelerin %1- 10’unda boyanma; 2+ =
hiicrelerin %11-50’sinde boyanma; 3+ = hiicrelerin %51-80’inde boyanma; 4+ =
hiicrelerin %80’inden fazlasinda boyanma ile boyanma siddeti de 0 = boyanma yok;
1 = soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor yontemle belirlenmistir. Daha
sonra ““(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oram1” formiilii ile toplam skor
hesaplanmistir. Elde edilen bulgular ile gruplar arasindaki farklilik Tek yonli-
ANOVA testi ile saptand1 ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
(Mete ve ark 2021).
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3.12 EEG

Kafa travmasinin ardindan sicanlar stereotaksi aletine sabitlenmistir. Kafa
derisinde rostrokaudal yonde bir insizyon yapildiktan sonra, toplamda 5 adet vida
elektrodu, iki vida elektrodu sag ve sol somatokorteks kafatasi kemigine, bregma
referanslt 3 mm bilateral ve 4 mm rostralde, iki vidali elektrot bregma referansli 3
mm bilatera ve 4 mm caudalde, referans elektrot ise sag somatokorteks kafatasi
kemigine bregma referansli 2 mm lateral ve 7 mm caudal olacak sekilde
yerlestirilmistir. Ardindan kafatasina elektrotlar1 dental akrilik ile agik alan
kalmayacak sekilde sabitlenmigtir. Tiim hayvanlarin gruplarda belirtilen giinlerde ve
dakikalarda EEG kayitlar1 alinmistir. Kayitlar Powerlab/SP8 ADInstruments
(Australia) kayit sistemi kullanilarak almmustir. Ornekleme hiz1 4000 Hz olarak
secilmistir. EEG verileri Fourrier analizi ile degerlendirimistir. Kafa Travmasi
epilepsi modelinde EEG Kayitlarinin 4dk’lik periyodu analiz edilmistir. PTZ epilepsi
modelinde ise ndbet siireleri temel almmustir. Olgiim ve hesApelin 13amalarda
LabChart 7 yazilimi kullanilmistir. EEG dalga frekanslar1 Delta: 0-4 Hz, Teta: 4-8
Hz, Alfa: 8-12 Hz ve Beta: 12-30 Hz olarak belirlenmistir. Tiim kayit siirecinin
ardindan hayvanlarin genel anestezi altinda Otenazileri yapilmistir (Mete ve ark
2021).

Sekil 3.12.1. EEG.
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4 BULGULAR

4.1 Klinik Skorlama
Deneklerin  deneyin sonlandirilmasindan 6nce yapilan noérolojik  klinik
muayenelerinde (Resim 4.1.1) TBH ile gerileyen skorlarinin PA uygulamasi ile

anlamli bir sekilde 6nlendigi saptand: (Tablo 4.1.1).

Norolojik Klinik Skorlama

KON TBH

TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6

Comparison Difference q P value
KONT vs TBH -2.250 7.568 *** P<0.001

KONT vs TBH+PA1,2 -1.375 4.625 * P<0.05

TBH vs TBH+PA2,4 1.375 4.625 * P<0.05

TBH vs TBH+PA3,6 2.125 7.147 *** P<0.001

TBH+PAL,2 vs TBH+PA3,6 1.250 4.204 * P<0.05
Resim 4.1.1. Klinik skorlamada kullanilan parametreler ve skorlar ile istatiksel
analizi.

4.2 Biyokimya

SOD seviyesi ile belirlenen antioksidan enzim miktar1 TBH sonrasi azalirken PA

uygulamasi ile anlamli bir sekilde arttig1 bulundu (Tablo 4.2.1).
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Superoksid Dismutaz
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KON TBH TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparison Difference q P value
KONT vs TBH 24.125 18.202 *** P<0.001

KONT vs TBH+PAL1,2 12.625 9.525 *** P<(.001
KONT vs TBH+PA2,4 7.125 5.376 ** P<0.01

TBH vs TBH+PA1,2 -11.500 8.677 *** P<0.001

TBH vs TBH+PA2,4 -17.000 12.826 *** P<0.001

TBH vs TBH+PA3,6 -20.500 15.467 *** P<0.001

TBH+PA1,2 vs TBH+PA2,4 -5.500 4.150 * P<0.05
TBH+PAL,2 vs TBH+PA3,6 -9.000 6.790 *** P<0.001

Tablo 4.2.1. SOD analizi skorlari ile istatiksel analizi.

MDA seviyesi ile belirlenen lipid peroksidasyonu TBH sonrasi yiikselirken PA
uygulamasi ile anlaml bir sekilde geriledigi bulundu (Tablo 4.2.2).

Malondialdehid

40

200

KON TBH TBH+PAl,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
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Comparison Difference q P value

KONT vs TBH -21.625 12.897 *** pP<0.001
KONT vs TBH+PAL,2 -17.250 10.288 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 -14.500 8.648 *** P<0.001
KONT vs TBH+PAS3,6 -10.375 6.187 *** P<0.001

TBH vs TBH+PA2,4 7.125 4.249 * P<0.05

TBH vs TBH+PA3,6 11.250 6.709 *** P<0.001
TBH+PAL,2 vs TBH+PA3,6 6.875 4.100 * P<0.05

Tablo 4.2.2. MDA analizi skorlari ile istatiksel analizi.

4.3 Makroskobik Bulgulari
Cikarilan beyin 6rneklerinden g¢ekilen fotograflarda (Resim 4.3.1) TBH sonrasi

azalan damar genisliginin PA uygulamasi ile anlamli bir sekilde arttig1r saptandi
(Tablo 4.3.1).

TBH+PA3,6
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Makroskobik Skorlama

1““

w

=]

KON TBH TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparison Difference q P value
KONT vs TBH -2.750 10.772 *** P<0.001
KONT vs TBH+PAL1,2 -1.750 6.855 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 -1.625 6.365 *** P<0.001
KONT vs TBH+PAS3,6 -1.125 4.407 * P<0.05
TBH vs TBH+PA2,4 1.125 4.407 * P<0.05
TBH vs TBH+PA3,6 1.625 6.365 *** P<0.001

Tablo 4.3.1 Makroskobik skorlar ile istatiksel analizi.
Cikarilan beyin orneklerinden ¢ekilen fotograflarda (Resim 4.3.2) TBH sonrasi

artan hasarli bolgelerin PA uygulamas: ile anlamli bir sekilde azaldigi saptandi

(Tablo 4.3.2).
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TBH+PA1,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6

TBH TBH+PAL,2,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6

w

8]

[y

Comparison Difference q P value
KONT VS TBH -2.750 10.522 *** p<0.001
KONT vs TBH+PAL,2 -1.625 6.218 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 -1.500 5.739 ** P<0.01
TBH vs TBH+PA1,2 1.125 4.305 * P<0.05
TBH vs TBH+PA2,4 1.250 4.783 * P<0.05
TBH vs TBH+PA3,6 1.875 7.174 *** p<0.001

Tablo 4.3.2 Makroskobik skorlar ile istatiksel analizi.
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4.4 Mikroskobik Bulgular:

4.4.1 Histokimya Bulgulari

HE boyamalarinda normal histolojik goriiniim ile karsilagtirildiginda TBH ile
HK hiicre yogunlugunda ve tabaka kalinliginda azalma, hiicrelerde disorganizasyon,
artmis vakuollesme ve piknosis, genelde yaygin dilate kapillerler gézlenmektedir.
Yaygin anoksik noronlar, noronlarda kiigiilme ve sekil bozukluklari ile piknotik
hiicreler gozlenmektedir (Resim 4.4.1.1). TBH sonrasi PA uygulamasimin olusan
hasar1 anlamli bir sekilde gerilettigi gozlendi (Tablo 4.4.1.1).

TBH+PA1,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6
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Hematoksilen Eozin Skorlama

[y

KON TBH TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparison Difference q P value
KONT vs TBH -2.625 12.883 *** P<0.001
KONT vs TBH+PAL1,2 -2.125 10.429 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 -1.500 7.362 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA3,6 -1.125 5.521 ** P<0.01
TBH vs TBH+PA2,4 1.125 5.521 ** P<0.01
TBH vs TBH+PA3,6 1.500 7.362 *** P<0.001

TBH+PA1,2 vs TBH+PA3,6 1.000 4.908 * P<0.05
Resim ve Tablo 4.4.1.1. HE boyama goriintii ve skorlar ile istatiksel analizi.

4.4.2 immiinohistokimya Bulgulari

Patolojik degisikliklerin protein ekspresyonlari agisindan degerlendirilmesinde
primer antikorlar; Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS), anti-vaskiiler endoteliyal
biiytime faktorii (Anti-VEGF), hypoxia inducible factor 1 alpha (anti-HIF1a) ve
noronal niiklear protein (anti-NeuN) antibody ile inkiibe edildi ve ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi yapildi. Apotozis, Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling
(TUNEL) ile degerlendirildi.

4.4.2 immunperoksidaz Bulgular

4.4.2.1 eNOS Bulgulan

Nitrik oksit (NO), TBH i¢in hem ikincil hasarda hem de nérolojik iyilesmede rol
oynayan inflamatuar bir iirliindiir. NO {iretiminin yeri, zamanlamasi, miktar1 ve tiirii
roliinii belirler. eNOS tarafindan iiretilen NO oncelikle hasar1 artirirken sonrasinda

penumbral kan akigini artirarak TBH icin yarar saglar. HK i¢in oksidatif stres
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belirteci olarak kullanilan eNOS ekspresyonunun (Resim 4.4.2.1) TBH ile oldukca
artarken PA uygulamalari ile anlamli olarak geriledigi saptandi (Tablo 4.4.2.1).

TBH+PA1 2 TBH+PA2,4

Nitroz Oksid Sentaz

w

ra

[y

KON TBH  TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparison Difference q P value
KONT vs TBH -82.250 23.625 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA1,2 -61.500 17.665 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 -41.125 11.812 *** P<(.001
KONT vs TBH+PA3,6 -24.750 7.109 *** P<0.001
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TBH vs TBH+PAL,2 20.750 5.960 ** P<0.01

TBH vs TBH+PA2,4 41.125 11.812 *** P<0.001

TBH vs TBH+PA3,6 57.500 16.516 *** P<0.001

TBH+PA1,2 vs TBH+PA2,4 20.375 5.852 ** P<0.01

TBH+PA1,2 vs TBH+PA3,6 36.750 10.556 *** P<0.001
TBH+PA2,4 vs TBH+PA3,6 16.375 4.703 * P<0.05

Resim ve Tablo 4.4.2.1. eNOS IHK boyama gériintii ve skorlar ile istatiksel
analizi.

4.4.2.2 VEGF Bulgulari

Damar ve damarlanma belirteci olarak VEGF ekspresyonunu endotel, néron ve
diger hiicrelerinde saptandi (Resim 4.4.2.2). TBH ile olduk¢a azalirken PA
uygulamalari ile anlamli olarak attig1 saptandi (Tablo 4.4.2.2).

TBH+PA3,6

Ca
ol g gu;:hb-i,-" TSI DR
(L2
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Vaskduler Endotelyal Biyiime Faktori
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TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
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[=]

o

Comparlson D|fference q Pvalue

KONT vs TBH 82.125 13.780 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA1,2 55.125 9.250 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA2,4 39.250 6.586 *** P<0.001

TBH vs TBH+PAL,2 -27.000 4.531 * P<0.05
TBH vs TBH+PA2,4 -42.875 7.194 *** P<0.001
TBH vs TBH+PA3,6 -63.625 10.676 *** P<0.001

Resim ve Tablo 4.4.2.2. VEGF IHK boyama gériintii ve skorlar ile istatiksel
analizi.

4.4.2.3 HIF1a Bulgulan

Hipoksi belirteci olarak HUFla ekspresyonunu endotel, néron ve diger
hiicrelerinde saptandi (Resim 4.4.2.3). TBH ile oldukga arterken PA uygulamalari ile
anlamli olarak azaldig1 bulundu (Tablo 4.4.2.3).
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KON TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparison Difference q P value
KONT vs TBH -87.125 22.510 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA1,2 -66.625 17.213 *** P<(.001
KONT vs TBH+PA2,4 -45.875 11.852 *** p<(0.001
KONT vs TBH+PAS3,6 -28.750 7.428 *** p<0.001
TBH vs TBH+PA1,2 20.500 5.296 ** P<0.01
TBH vs TBH+PA2,4 41.250 10.657 *** P<0.001
TBH vs TBH+PA3,6 58.375 15.082 *** P<0.001
TBH+PA1,2 vs TBH+PA2,4 20.750 5.361 ** P<0.01
TBH+PA1,2 vs TBH+PA3,6 37.875 9.785 *** p<(0.001
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TBH+PA2,4 vs TBH+PA3,6 17.125 4.424 * P<0.05
Resim ve Tablo 4.4.2.3. HIFla IHK boyama gériintii ve skorlar ile istatiksel
analizi.

4.4.2.4 NeuN [HK

NeuN antikoru néronlarda bulunan DNA baglayict bir belirte¢ olup nérona 6zgii
protein i¢in spesifiktir. NeuN protein dagilimlart goriinlise goére hem fetal hem de
yetiskin beyindeki nodronal c¢ekirdekler, perikarya ve bazi proksimal noronal
stireclerle sinirlidir, ancak bazi néronlar her yasta NeuN tarafindan taninamaz. Olgun
noronlarin belirteci olarak kullanilir. HK goriintiilerinde (Resim 4.4.2.4). TBH ile

olduk¢a azalirken PA uygulamalar1 ile anlamli olarak arttigi saptandi (Tablo
4.4.24).

+PA3,
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Noral Nukleus Faktori
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KON TBH+PA1,2 TBH+PA2,4 TBH+PA3,6
Comparlson leference g Pvalue
KONT vs TBH 80.875 24.134 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA1,2 53.375 15.928 *** P<(.001
KONT vs TBH+PA2,4 40.750 12.160 *** P<0.001
KONT vs TBH+PA3,6 16.500 4.924 * P<0.05
TBH vs TBH+PAL,2 -27.500 8.206 *** P<0.001
TBH vs TBH+PA2,4 -40.125 11.974 *** P<0.001
TBH vs TBH+PAS3,6 -64.375 19.210 *** P<0.001
TBH+PA1,2 vs TBH+PA3,6 -36.875 11.004 *** P<0.001
TBH+PA2,4 vs TBH+PA3,6 -24.250 7.237 *** P<0.001

Resim ve Tablo 4.4.2.3. NeuN IHK boyama goriintii ve skorlar ile istatiksel
analizi.

4.4.3 immunfloresan bulgular
HK alanlarina 6zgii histolojik goriintiilerde TBH i¢in PA uygulamasinin etkileri
incelendi (Resim 4.4.3.1).

KON TBH TBH+PAL,2 TBH+PA3,6
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Resim 4.4.3.1. HE boyama goriintii.

4.4.3.1 eNOS Bulgular:
Hiicrelerin DAPI ile g¢ekirdeklerinin IHK ile eNOS ekspresyonlarinin

izlenebildigi birlestirilmis HK goriintiilerinde (Resim 4.4.3.1) oksidatif stresin TBH
ile oldukga artarken PA uygulamalari ile azaldig1 saptandi.
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TBH+PA1,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6

Resim 4.4.3.1.1. eNOS IF boyama gériintii

HK alanlarina 6zgii IF goriintillerde TBH i¢in PA uygulamasmin etkileri
incelendi (Resim 4.4.3.3.1).
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Resim 4.4.3.3.1 eNOS IF boyama gériintii.

4.4.3.2 VEGF Bulgulan
Hiicrelerin DAPI ile ¢ekirdeklerinin IHK ile VEGF ekspresyonlarinin
izlenebildigi birlestirilmis HK goriintiilerinde (Resim 4.4.3.2) damarlanmanin TBH

ile oldukga artarken PA uygulamalari ile azaldig1 saptandi.
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TBH+PA1,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6

Resim 4.4.3.2.1 VEGF IF boyama goriintii.

HK alanlarina 6zgii IF goriintiilerde TBH i¢in PA uygulamasimin etkileri
incelendi (Resim 4.4.3.3.1).
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Resim 4.4.3.2.2 VEGF IF boyama gériintii.

4.4.3.3 HIF1a Bulgularn

Hiicrelerin DAPI ile cekirdeklerinin IHK ile HIFla ekspresyonlarinin
izlenebildigi birlestirilmis HK goriintiilerinde (Resim 4.4.3.3.1) hipoksinin TBH ile
oldukca artarken PA uygulamalari ile azaldig1 saptandi.
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TBH+PAL,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6

Resim 4.4.3.3.1 HIF 1a IF boyama goriintii.

HK alanlarina 6zgii IF goriintiilerde TBH i¢in PA uygulamasiin etkileri
incelendi (Resim 4.4.3.3.2).
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Resim 4.4.3.3.2. HIF1a IF boyama goriintii.

4.4.3.4 NeuN Bulgular

Hiicrelerin DAPI ile ¢ekirdeklerinin IHK ile NeuN ekspresyonlarmin
izlenebildigi birlestirilmis HK goriintiilerinde (Resim 4.4.3.4.1) olgun ndronlarin
TBH ile oldukga azalirken PA uygulamalari ile arttig1 bulundu.
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TBH+PA1,2 TBH+PA2,4

TBH+PA3,6

Resim 4.4.3.3.1. NeUN IF boyama goriintii.

HK alanlarina 6zgii IF goriintillerde TBH i¢in PA uygulamasmin etkileri
incelendi (Resim 4.4.3.4.1).
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Resim 4.4.3.4.2. NeuN IF boyama gériintii.

4.5.Western Blot bulgular:
IHK bulgularmin desteklenmesi amaci ile yapilan western blot analizlerinde

[HK ile uyumlu sonuglar elde edildi (Resim 4.5.1).

KON TBH+PA2,4 TBH+PA3,6 TBH

HIF1TAN ™o antmmmm womto oo

VEGF ..“-

Resim 4.5.1 Hiicre lizatlar1 ile yapilan Western blot yonteminde proteinlere
kars1 antikorlarla tespit edilen protein ekspresyonunun varligi incelendi.
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4.6. EEG bulgulan

Grafiklerden de anlasilacagi iizere nar ekstrati uygulanan hayvanlarda travma
sonrasi delta/alfa, delta/teta, teta/alfa ve teta/beta oranlarinda kontrol grubuna benzer
sekilde bir oranla karsilasilmigtir. 3,6 ml uygulanan PA in travmanin etkilerini
azaltma agisindan uygun doz oldugu tespit edilmistir. Travmatik beyin hasarmin 72
saat icerisinde beyin dalgalarinda alfa ve beta dalgalarinda azalmaya sebep
olabilecegi delta ve teta dalgalarinda ise artisa sebep olabilecegi yapilan caligmalarla

kanitlanmistir. Calismamizda da literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir.
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TARTISMA

Bu c¢alismada TBH i¢in PA tedavisinin etkisi incelendi. Oksidatif stres
belirtegleri olan Malondialdehit (MDA) seviyesi PA tedavisi ile azalirken siiperoksit
dismutaz (SOD) arttr. iNOS ve eNOS immiinreaktivitesi, TBH 6rneklerine kiyasla
PA tedavisi ile anlamli (P<0.05) olarak azaldi. Damarlanma i¢cin VEGF TBH
grubuna gore PA ile anlamli (P<0.05) artti. Hipoksi i¢in bakilan HIF-1a dagilimi
TBH grubuna gore ile PA ile anlamli (P<0.05) azaldi. Olgun ndron niikleus i¢in
bakilan NeUN TBH grubuna gére ile PA ile anlamli (P<0.05) artt1. IF boyamalarda
ekspresyonlarin hiicresel dagilimi incelendi. IHK bulgular1 western blot ile
dogrulandi. PA ile tedavi edilen grupta EEG'nin delta giicii kontrol grubu degerlerine
benzer bulundu.

TBH literatiire benzer sekilde gerceklestirildi. KON ve TBH hasar1 dnceki
calismalara benzer sekilde anlamli bulundu (Li DR ve ark 2009). Amerika'da TBI
i¢in yilda milyon tibbi acil durum arastirmasi. TBH insidansi, orta ve diisiik gelirli
ilkelerde daha da yiiksektir; gen¢ yetiskinler. Tiim TBH'lerin %80-90"in1 olusturan
hafif TBH, uzun siireli yaralanmalardan sorumludur. Kompleksi harekete geciren
TBI genis bir molekiiler ve hiicresel yollar, iki ana faza kategorize edilebilir. Tlk
olarak, bir ilk birincil hasar, hakaret aninda meydana gelir. Hasarlar arasinda
kontlizyon ve laserasyon, beyin sismesi, diffiiz aksonal yaralanma, intrakraniyal
kanama ve nekrotik hiicre 6liimii. Bu birincil hasar biyolojik i¢eren genisletilmis bir
ikincil faz tarafindan takip edilir. Hiicre homeostazini eski haline getirmek icin
baslatilan ¢ok cesitli molekiiler ve hiicresel tepkilerle sonuglanan bu gecikmis fazda
hasarl1 doku iyi kontrol edilmez ve bazen gecikmis hiicre o6limi ve ilerleyici
norodejenerasyon neden olur. Bu ikincil zararlar kan-beyin bariyerinin (BBB)
bozulmasina, glutamat eksitotoksisitesi, oksidatif hasara ve zamana bagli olarak
birincil mekanik hasar ile ilerleyebilen stres ve ndroinflamasyona neden olur.
Noroinflamasyon, TBH'nin akut (birincil) ve kronik (ikincil) evrelerinde mevcuttur.
Proinflamatuvar sitokinlerin asir1 tiretimi gergeklesir. TBH ile ¢esitli hareketsiz glial
hiicreler, reaktif glioz ile hizli bir sekilde aktive edilir. Astrositik glial hiicreleri
baslatan ve siirdiiren mikroglia ¢evreleyen glia ve noronlar1 etkileyen enflamatuar
mediatorleri serbest birakir. Lokosit salimi, yukari regiilasyonu ve mediatdrlerin

salgilanmas1 ile sitokinler, kemokinler ve glial aktivasyon gerceklesir. Bu
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inflamatuar mediatorler nétrofiller, lenfositler, makrofajlar gibi periferik bagisiklik
hiicrelerini toplar. Noronlar ve glia da beyindeki inflamatuar mediatdrlerden etkilenir
(Tchantchou F ve ark 2020, Xiong A ve ark 2021).

Bitkisel tedaviler icerisinde ¢ok calisilan curcumin'in ¢esitli molekiiler hedeflerle
ilgilenen dikkate deger derecede pleio tropik bir molekiil oldugunu gostermektedir.
Zerdegal (Curcuma longa) Zingiberaceae familyasinin bir iiyesi olup, rizomlari
kurkumin icermektedir. Curcumin, ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan giivenli bir
bilesik olarak onaylanmustir ve birkag bilesene sahiptir. Antioksidan, anti-enfeksiyon,
anti-inflamatuar ve anti-timor ozellikleri dahil olmak iizere pleiotropik ozellikler
icerir. Bununla birlikte, az sayida calisma, TBH'de kurkuminin potansiyel ndro
korumasint aragtirmistir. Birkag ¢alisma, Curcumin i¢in serebral 6demi
azaltabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica Curcumin'in inflamatuar reaksiyonlar
lizerindeki immiinomodiilatér etkileri vardir. Interferon-y, TNF-a gibi inflamatuar
sitokinlerin iretimi, IL-1 ve IL-6 ve siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesi
arttirmaktadir. TBH i¢in kurkuminin koruyucu etkilerine dahil olan sinyal yollar
TLR4/MyD88/NF-kB sinyalleridir.

Klinik skorlama literatiire benzer sekilde bulundu. KON ve TBH hasar1 onceki
caligsmalara benzer sekilde anlamli bulundu (Li DR ve ark 2009).

PA uygulamalar ile literatiire benzer sekilde doz bagimli etki saptandi. PAS en
etkili oldu (Qubty D ve ark 2022, Erbil G ve ark 2019, Qubty D ve ark 2022, Sarkaki
A ve ark 2015, Aslan A ve ark 2020, Barot J ve ark 2021, Yayla M ve ark 2018,
Jacob J ve ark 2018). Bu c¢alismanin amaci, nar takviyesinin etkilerini
degerlendirmektir. Punisik asitce zengin olan tohum yaginin (PSO) saglikli sicanlarin
biyokimyasal parametreleri iizerine etkisi. PSO hayvanlara %1, %2 ve %4
konsantrasyonlarda 40 giin intragastrik olarak verildi. Toplam viicut agirlik
artiglarinda, serum biyokimyasal belirteglerinde veya dokularindaki oksidatif streste
etkileri incelenmistir. Bununla birlikte, TBARS degerleri hastalarin beyinlerinde
diismiistiir. Bu dokuda Onemli miktarda konjuge yag asidi bulunmadigina
baglanmistir (Pereira de Melo IL ve ark. 2019, Sarica SC ve ark 2016).

PA benzeri chrysin ile tedavinin, pasif kaginma gorevinde 6grenme ve hafiza
glicliiglinii iyilestirdigini ve TBH sonrasi rotarod testindeki motor koordinasyon
bozuklugunu iyilestirdigini gosterdi. Bu faydali etkilere siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) konsantrasyonlarinda
artis, malondialdehit (MDA) iceriginde azalma, ndronal kaybi Onleme, apoptotik
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indekste azalma, ekspresyonda yiikselme eslik etti. Ayrica anti-apoptotik Bcl-2
proteininin ve serebral korteks ve hipokampus dokularinda pro-apoptotik Bax
proteininin ekspresyonunu azaltmistir. Krisinin hem anti-oksidatif hem de anti-
apoptotik Ozelliklerinin (6zellikle 100 mg/kg dozunda), biligsel/motor eksiklikleri
tyilestiren ve TBI sonrasi noronal hiicre Oliimiinii 6nleyen olast mekanizmalar
oldugunu diisiindiirmektedir (Rashno M ve ark 2019, Vonder Haar C ve ark 2016).

PA benzeri Alfa lipoik asit (ALA), siganlarda TBH sonrasinda beyin hasarina
kars1 koruyucu etkileri kanitlanmis giiclii bir antioksidandir. ALA tedavisi, kaspaz-3
ekspresyonunun asag1 regiilasyonuyla sonuglandi, terminal deoksiniikleotidil
transferaz aracili dUTP ucu etiketleme tahlilindeki pozitif hiicre sayisini azaltti ve
noronal sagkalimi gelistirdi. Ayrica, malondialdehit ve glutatyon peroksidaz
aktivitesi seviyesi geri yiiklenirken, ALA tedavisi ile Bcl-2 ile iliskili X proteininin
mitokondriye translokasyonu ve sitokrom c'nin sitozole salinmasi azaltildi. Bu
sonuglar, ALA'nin, TBI'yi takiben mitokondriyi iceren bir mekanizma yoluyla noral
hiicreyi apoptoza kars1 koruyarak siganlarda noérolojik sonucu iyilestirdigini
gostermektedir (Toklu HZ ve ark 2009, Wei W ve ark 2015).

PA benzeri dogal bir flavonoid olan naringenin'in néroprotektif etkileri siirekli
naringenin uygulamasinin TBH sonraki 3. giinde ndrolojik islev bozuklugunu,
serebral 6demi, plazmalemma gecirgenligini ve ndron hiicre kaybini iyilestirdigini
ortaya koydu. Ayrica Naringenin, TBI'dan sonraki 3. giinde ER stres yolunun (p-
elF2a, ATF4 ve CHOP), oksidatif stresi ve apoptozu TBI kaynakli aktivasyonunu
bastirdi. Ozet olarak, naringenin'in, ER stres zayiflamasi da dahil olmak iizere
pleiotropik etkilerle TBH'nin neden oldugu ikincil beyin hasarini iyilestirebilecegini
diistindirmektedir (Deng C ve ark 2021).

PA benzeri dimetoksiflavon olan rhamnazin'in (RMZ) farelerde deneysel olarak
indiiklenen TBH kars1 koruyucu etkisini 6demde 6nemli bir azalma ve gelismis
kavrama giicli gosterdi. Ayrica akis sitometrisi analizi ile gosterildigi gibi néronal
apoptozun inhibisyonu yoluyla ndronal dejenerasyonu onledi. RMZ, Western blot
analizinde Bax't azaltarak antiapoptotik bir etki gosterdi ve Bcl-2 ekspresyonunu
arttirdi. Ayrica TBI grubuna kiyasla oksidatif stresi ve inflamasyonu inhibe ettigini
gosterdi (Yang B ve ark 2022).

PA benzeri luteolin'in (LUT) sicanlarda TBH nedenli hafiza bozukluklari,
oksidatif stres ve histopatolojik degisiklikler iizerindeki iyilestirici etkileri

hipokampal bolgede siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesinde anlamli artis ve
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malondialdehitte (MDA) azalma olmustur. Hipokampustaki karanlik noronlarin
sayisi, her ii¢c LUT dozunda da azaldi. Bu c¢alismada LUT, ndéroprotektif etkiler,
O0grenmede iyilesme ve sicanlarda TBI'nin neden oldugu hafiza bozuklugunda
azalma gostermistir (mosa-al-reza Hajzadeh ve ark 2018).

Biyokimyasal incelemede SOD ve MDA sonuglar literatiir ile benzer olup PA
doz bagimli olarak stresi azalttt1 (Sun D ve ark 2013, Sarica SC ve ark 2016). Bir
calismada si¢anlarda pentachlorophenol PCP’nin olusturdugu oksidatif stres iizerine
nar ¢ekirdegi yagimin (NCY) etkilerinin degerlendirilmesi i¢in sirasiyla 0.15 ml/kg ca
dozunda NCY, 40 mg/kg ca dozunda PCP ve 0.15 ml/kg ca dozunda NCY ile 40
mg/kg ca dozunda PCP 28 giin boyunca gavaj yolu ile mideye uygulandi. Caligmanin
sonunda beyin, karaciger, bobrek, testis ve dalak dokular1 alindi. Doku 6rneklerinde
malondialdehit (MDA) diizeyi ile katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GSH-PX) ve
superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri Slgiildii. PCP’nin dokularda oksidatif strese
yol a¢tig1; 0.15 ml/kg ca dozda uygulanan NCY ’nin, PCP kaynakli oksidatif stresin
siddetini azalttig1 belirlendi (Sarica SC ve ark 2016, Arman Fesharaki-Zadeh, Toklu
HZ ve ark 2009, Wei W ve ark 2015).

Makroskobik incelemede Ewans mavisi ile yapilanlara benzer hasar goriiliip PA
ile 6zellikle damarlanma agisindan etkili yarar saptanmistir (Hackett MJ ve ark 2019,
Babaee A ve ark 2021).

Mikroskobik incelemede hasarin histolojisi hipokampiiste gosterildi. Literatiir ile
benzerdi. PA yarar1 saptandi (Deng Y ve ark 2007, Lee C ve ark 2010, Thau-
Zuchman O ve ark 2010, Zlotnik A ve ark 2012, Song S ve ark 2014, S. Gennai ve
ark 2015, Duransoy YK ve ark 2016, Mete M ve ark 2018, Rahaman P ve ark 2018,
Gao X ve ark 2011, Ismail H ve ark 2020).

Histolojik bir ¢aligmada beyindeki ndroinflamatuar ve nérovaskiiler degisiklikler
incelenmistir. TBH'min noroinflamatuar yanitin1 inhibe etmek icin mast hiicre
stabilizatorii kromolin uygulanmistir. Sonuglar, beyinde perisit isaretleyici trombosit
tirevli biiytime faktorii reseptorii-beta (PDGFR-B) ve BBB ile iliskili sik1 baglanti
proteinleri baglanti adezyon molekiili-A (JAM-A) ve zonula okliidens-1 (ZO-1)
seviyesinde azalma oldugunu gdstermistir. Bu bulgular, akut TBH'nin BBB/sik1
baglanti hasarina neden oldugunu ve kromolin uygulamasinin bu akut TBH'nin
neden oldugu beyin hasarim1 ve bunun uzun vadeli sonuglarini koruyabilecegini

diistindiirmektedir (Kempuraj D ve ark 2020).
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NOS ile ilgili bir caligmada minimal solunum depresyonu ile sedatif ve analjezik
olarak islev goren olduk¢a secici bir a-2-adrenerjik reseptor agonisti olan
deksmedetomidinin (DEX) ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azaltarak TBH iligkisi
incelenmistir. DEX tedavisinin sagkalim oranini1 ve ndrolojik skoru énemli Slgiide
artirdigini, néron sagkalimini artirdigini, LC3, Beclin-1 ve NF-kB proteinlerinin yan
sira IL-1B, IL-6 ve TNF- sitokinlerinin ekspresyonunu azalttigini gostermistir.
DEX'in noroprotektif kapasitesi kismen ROS/niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili
faktor 2 sinyal yolagina bagl oldugu disiiniilmiistiir. Birlikte ele alindiginda, bu
calismanin sonuglari, DEX'in farelerde norolojik sonuglari iyilestirdigini ve noral
otofaji ve noroinflamasyona karsi koruma saglayarak ndronal olimii azalttiginm
gostermistir (Cornelius C ve ark 2013, Feng X ve ark 2021).

VEGF, TBH sonrasit beyinde eksprese edilir ve giiclii bir anjiyogenez ve
norojenez aktivatorii olarak hizmet eder. Endojen kok hiicrelerin aktivasyonu, TBH
dahil olmak {izere g¢esitli norolojik bozukluklarda yeni bir tedavi sekli olarak
Onerilmistir. Bu ¢alismada, iyilesme ve fonksiyonel sonug¢ iizerindeki etkileri
degerlendirmek i¢in mini-ozmotik pompalar kullanarak TBI'dan sonra 7 giin
boyunca farelerin lateral ventrikiillerine ekzojen VEGF infiize edilmistir. VEGF
subventrikiiler bolgede ve perilesion kortekste ¢ogalan hiicre sayisin1 6nemli dlgiide
artirmistir.  Yeni dogan hiicrelerin ¢ogunun astrositlere ve oligodendrogliaya
farklilagtigin1 ve yalmizca birka¢ hiicrenin noronlara farklilastigini gostermistir.
VEGEF ile tedavi edilen farelerde fonksiyonel sonug, TBH sonrasi aragla tedavi edilen
hayvanlara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha iyi bulunmustur (Altar CA ve ark 2008,
Thau-Zuchman O ve ark 2010, Quinn JP ve ark 2021).

HIFla i¢in hipoksik son kosullandirmanin (HPC), hipoksi ile indiiklenebilir
faktor la (HIF-1a) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) yukari
regiilasyonu yoluyla néroproteksiyona neden oldugu ve bunun fosfatidilinositol-3-
kinaz (PI3K), p38 igerdigi saptanmustir. HIF-la inhibitori 2-metoksiestradiol
(2ME2), PI3K inhibitorii LY294002, p38 MAPK inhibitorii SB203580 ve MEK
inhibitori U0126, HPC'den o6nce veya tGCl'den sonra uygulanmistir. HPC'nin,
tGCl'den sonra CAl'de daha yiiksek HIF-la ve VEGF ekspresyonunu korudugunu ve
boliinmiis kaspaz-9 seviyelerini azalttigin1 bulunmustur. Bu bulgular, HIF-lanin
VEGF yukar regiilasyonu ve boliinmiis kaspaz-9 asagi regiilasyonu yoluyla HPC
tarafindan tGCl'ye kars1 indiiklenen noroproteksiyon uyguladigini ve PI3K, p38
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MAPK ve MEK yolaklarmin HIF-la ve VEGF'nin diizenlenmesinde rol oynadigini
One siirtilmiistlir (Tingna Zhu ve ark 2014).

HIF1a, asag1 akis genleri ile iligkili eylemleri nedeniyle iskemik fel¢ten sonra
norolojik semptomlarin ilerlemesini yeterince kontrol edebilir. Bir ¢alismada, HIF-
la'nin endotelin-1 enjeksiyonundan sonra beyin hasarim1 azaltmadaki roli
degerlendirilmistir. Farelerde fokal serebral iskemi, endotelin-1 mikroenjeksiyonuyla
indiiklenmis Hipoksi ile indiklenebilir faktér 1 aktivatorii, dimetiloksalilglisin
(DMOG) ve HIF-la inhibitori, akriflavin (ACF), serebral iskemi sirasinda hipoksi ile
indiiklenebilir faktdr 1 aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. DMOG
grubunda INOS, TNF-o ve NF-kB seviyelerinde diisiisle birlikte hipoksi ile
indiiklenebilir faktor 1 ve IL-10 seviyelerinde gozle goriiliir bir artis gostermistir.
HIF-la i¢in iskemik inmede potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Amin N ve ark 2021).

HIF1a igin segici olarak timor hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir. Timor
nekroz faktori ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ile iligkili olabilecegi
diistintilmiistiir. Sicanlarda TBH'den sonra TRAIL ve 6liim reseptorii S'in (DRS)
ekspresyonunu ve hiicre lokalizasyonunu incelemek icin Western blot ve
immiinofloresans kullanilmistir. TRAIL kaynakli ndronal 6liimii ve ndral eksiklikleri
bloke etmek i¢in ¢oziiniir DR5 (sDRS) uygulanmistir. HIF-la inhibitorii 2ME ve
agonist DMOG, HIF-la'nin TRAIL kaynakli noéronal 6liimdeki rolii incelenmistir.
HIF-la'nin TRAIL kaynakli néronal 6liimdeki in vitro roliinii arastirmak i¢in HIF-la
siRNA kullanilmistir. Mikroglia yerlesimli TRAIL ve ndron yerlesimli DRS5'in
ifadeleri, TBH sonrast 6nemli Ol¢iide yukari regiile edilmistir. sDR5, TRAIL'in
neden oldugu ndronal apoptozu ve norolojik eksiklikleri 6nemli dl¢lide azaltmistir.
2ME néronal apoptozu, lezyon alanini ve beyin édemini azaltmis ve TBH'den sonra
TRAIL kaynakli apoptozu inhibe eden TRAIL tuzak reseptorii 1'in (DcR1) artan
ekspresyonu yoluyla norolojik islevi iyilestirmistir. HIF-la, TBH takiben DcR1
ekspresyonunu diizenleyerek TRAIL kaynakli néronal apoptoza aracilik ettigi
diistintilmistiir (Fang Y ve ark 2020).

HIF-1a i¢in kontrollii kortikal yaralanma (CCI) modelini kullanarak AQP4 ve
HIF-lanin TBH sonrast beyin &demi olusumu, ndronal hasar ve norolojik
fonksiyonel eksiklikler tizerindeki rollerini arastirilmistir. Artan AQP4 protein
seviyesinin, TBH sonrasi beyin 6ddeminin ciddiyeti ile yakindan iligkili oldugunu

gostermistir. Kontrol grubundakiyle karsilastirildiginda, hem AQP4'lin nétralize
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AQP4 antikoru ile blokaji hem de HIF-lanin 2-ME2 ile TBI sonras1 30-60 dakika
icinde tek seferlik tedavi i¢in inhibisyonu, TBH sonrasi 1. glinde beyin 6demini
onemli Olgiide iyilestirmis ve TBH sonras1 21. giinde hipokampal néron kaybi ve
uzamsal 6grenme ve hafiza eksikliklerini belirgin sekilde azaltmistir (Xiong A ve ark
2022).

HIFla ve VEGF iliskisini inceleyen bir ¢alismada hipoksik grup, kan laktat
diizeylerini 6nemli 6l¢iide artird1 ve pO2'yi diisiirdii (p <0.0001). MRG'de travma
sonrast hipoksi, daha genis lezyon alanlar1 ile sonugland1 (p = 0,0173) ve NeuN
boyama, daha fazla noéronal kayip gosterdi (p=0,0253). HIF-la ve VEGF
ekspresyonu, normoksik hayvanlarda o©Onemli Olglide artti, ancak hipoksik
hayvanlarda goriilmedi (p <0.05). Travmadan 1 giin sonra hipoksik grupta serum
S100B diizeylerinin daha yiliksek olma egilimi goriildii (p=0.0868). Sitotoksik ve
vaskiiler 6dem, IgG ekstravazasyonu, nétrofiller ve makrofaj agregasyonu, mikroglia
proliferasyonu veya C5b-9 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda fark gézlenmedi.
Normoksik grupta, HIF-la ve VEGF ekspresyonunun yiiksek oldugu bulundu. TBH
sonras1 hipoksinin patofizyolojisini daha iyi tanimlamak i¢in daha ileri ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugu distiniilmiistiir (Zhu T ve ark 2014, Thelin EP ve ark 2016).

NeuN ile ilgili farelerde kontrollii kortikal etkilerden sonra uyarici sinaptik
sinyallemede yer alan 6nemli bir yap: iskelesi proteini olan postsinaptik yogunluk
proteini-95'in  (PSD-95) ifadesindeki zamansal ve mekansal degisikliklerin
karakterize edildigi bir ¢caligmada agik alan aktivite testi ve yeni nesne tanima testi ile
degerlendirilen norolojik  yaralanma, PSD-95 ifadesindeki degisikliklerle
karsilastirilmistir. Yaralanma sonrasit 7. glinden itibaren ipsilateral hipokampusta
PSD-95 ekspresyonunda anlamli bir azalma goézlenmistir. PSD-95 kaybi, nérona
0zgl bir belirtec olan NeuN (noronal cekirdekler) i¢in immiinoreaktivitede es
zamanli bir azalmaya karsilik gelmistir. Hipokampal PSD-95'in gecikmis kaybu,
dogrudan davranigsal kusurlarin baglangici ile iliskili oldugu ve kafa travmasim
takiben davranigsal anormalliklerde PSD-95'in olas1 bir nedensel rolii bulundugu
diistintilmiistiir (Qiu ] ve ark 2004, Wakade C ve ark 2010).

NeUN icin sicanlarda periferik organlardaki noron (-benzeri) hiicrelerin hiicre
belirtecleri ile saptanmasi1 amaglanmustir. Yetiskin erkek Sprague-Dawley sicanlarina
anestezi uygulandi. Beyin, kalp, akciger, karaciger, bobrek, mide, duodenum ve
ileum gibi organlar1 alindi. Bu organlardaki mRNA ve protein ekstrakte edildi. RNA
dizilemesi (RNA-Seq) gergeklestirildi ve noronal soma igin "spesifik" bir belirteg
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olan NeuN, Western blotlama ile test edildi. NeuN ve yedi néronal olmayan hiicre
hatti, immiinofloresan (IF) veya immiinohistokimya (IHC) ile analiz edildi. Eno2,
NeuN (Rbfox3), kolin asetiltransferaz (Chat) gibi ndronal belirteclerin yani sira
tirozin hidroksilaz (Th) ve néronal-glial belirtecler, 6rnegin glial fibril asidik protein
(GFAP), S100b, 2', 3' -siklik niikleotit 3'-fosfodiesteraz (Cnp) ve diger ilgili
belirtegler, mRNA diizeyinde tiim organlarda pozitif olarak ifade edildi. NeuN,
Western blot ile ayrica analiz edildi. IF ve IHC tahlilleri, NeuN-pozitif hiicrelerin,
beyindekinden (niikleer NeuN-pozitif hiicreler) ve bir NeuN-negatif dokudan farkli
modellere sahip olmasima ragmen, tiim periferal dokulara (esas olarak peri-niikleer
NeuN-pozitif hiicreler) dagildigin1 gosterdi. Ozellikle NeuN ve Myl3'iin miyokard
hiicrelerinin sitoplazmasinda birlikte ifade edilmesi, NeuN'nin noronal farklilasma
disinda bagka islevlere de sahip olabilecegini diislindiiriir. Ayrica protein yedi
noronal olmayan hiicre hattinda pozitif olarak ifade edildi. Bulgularimiz, NeuN-
pozitif hiicrelerin genis ¢apta var oldugunu ve dagilim paterni tanimlanmadan
NeuN'nin néronlar i¢in 6zgiilliigliniin sinirl olabilecegini 6ne siirdii (Yu Y ve ark

2020).
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SONUC

Bu calismada TBH i¢in PA uygulamasinin toropatik etkisi incelendi ve 6zellikle

PAS dozunun anlamli bir yarar sagladig1 anlasildi.

» Oksidatif stres belirtecleri olan Malondialdehit (MDA) seviyesi PA tedavisi

ile azalirken siiperoksit dismutaz (SOD) artt1.
* HE sonuglarda hasar ve PA yarar1 gosterildi.
* NOS TBH o6rneklerine kiyasla PA tedavisi ile anlamli olarak azaldi.
* Damarlanma i¢in VEGF TBH grubuna goére PA ile anlamli artti.

* Hipoksi i¢in bakilan HIF-la dagilimi TBH grubuna goére PA ile anlaml

azaldi.

* Olgun noron niikleus i¢in bakilan NeUN TBH grubuna gore PA ile anlamli

artt1.
« [HK sonuglar1 western blot ile dogrulandi.

* PA ile tedavi edilen grupta EEG'nin delta giicli kontrol grubu degerlerine

benzer bulundu.

« TBH sonrast PA wuygulamasimmin histolojik, immunohistokimyasal,
biyokimyasal, western blot ve EEG ile gdosterilen yararli etkisinin klinik anlami

olabilecegini gdsterdi.

TBH icin PA hasta yasam kalitesini artiracagi diistintildii
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