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1. GIRIS

Travmatik beyin yaralanmasi tiim diinyada halen ciddi bir halk sagligi problemi
olmaya devam etmektedir. Ozellikle kafa travmasi sonrasinda gelisen beyin 6deminin
yonetimi ve tedavisi klinisyenler igin Onemli sorunlardan biridir. Travmatik beyin
yaralanmasi, tiim popiilasyonda 6liim nedenleri arasinda, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanserden sonra besinci siray1 almaktadir. Travmaya bagh 6liimlerde ise ikinci siradadir. Bu
durum, arastirmacilar1 beyin 6deminin olus mekanizmasini ve tedavisini daha iyi anlamaya
itmektedir (1,2).

Beyinde akut meydana gelen bir hasar, noral dokuda birincil ve ikincil hasarlarin
olugmasina yol agar. Birincil hasar cilt, cilt alt1, kafatas1 ve beyinde travmanin oldugu andaki
zedelenmedir. Beyinde birincil hasar1 takiben travma Sonrasi ilk birkag¢ giinde gelisen iskemi,
O0dem ve kafa i¢i basing artis1 gibi durumlar sonrasinda ortaya ¢ikan zararlar ise ikincil beyin
hasar1 olarak nitelendirilir. Bu hasar birincil hasarin etkilerinin daha da artmasina neden olan
bir gelisim siirecidir ve birbiri icine girmis karmasik olaylar zincirinden olusur. Ikincil hasarin
gelismesinde rol oynayan baslica sorumlu mekanizmalar; siiperoksid radikal, hidrojen
peroksit (H,0,), inflamatuar mediatér olan nitréz oksidin (NO) salinimi, Serbest oksijen
radikallerinin anormal olusumu ve eksitatér aminoasitlerin asir1 uyarmmidir (3).

Travma sonucu olusan beyin 6demi tedavisinde en sik ozmotik diliretik tedavi
uygulanmaktadir. Ancak bu tedavinin etkin olabilmesi i¢in kan beyin bariyerinin korunmus
olmasi gerekir (4-7).

Kullanilan antiddem tedavi yOntemlerinin tiim olumlu ve olumsuz taraflari
incelendiginde tam etkin bir tedaviye ulasmak i¢in daha uzun bir yol kat etmek gerektigi

ortaya ¢ikmaktadir (8,9).



2. AMAC
Sunulan deneysel ¢alismada, yliksekten agirlik diisiirme yontemiyle Sicanda beyin
odemi olusturulmus, rat stereotaksi cihazi kullanilarak serebroventrikiiler olarak uygulanan
albumin, mannitol, hipertonik sodyum kloriir ¢6zeltisi, gliserin ve dekstranin 6demli dokudaki
etkileri arastirilmistir. Tedavi agisindan anlamli sonuglara ulasilmasi ve deneysel diizeyde doz
zaman  givenilirliginin  dogrulanmast  durumunda  travmatik  beyin  6deminde
serebroventrikiiler hiperonkotik/hiperosmotik ajanlar ile tedavi yonteminin uygulanabilmesi

amagclanmistir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. TANIM VE SINIFLAMA

Beyin 6demi, hiicre i¢i ve/veya hiicreler arasi boslukta su orami artisi olarak
tanimlanabilir. Beynin hacimsel artis1 fizyopatolojik kosullar g6z 6niinde bulunduruldugunda
kan akimindaki artistan kaynaklanabilecegi gibi doku sivilarindaki artistan da kaynaklanabilir
(8). Beyindeki damarsal yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan kafa i¢i basing artisinin gelismesine
beyinde su oraninda artis ya da kan akimindaki artis aracilik eder (5,10,11). Odeme bagl kafa
ici basing artisimin belirtilerini ortadan kaldirmak i¢in beyin 6demi olusumundaki dinamigi,
damar gecirgenligi ve vazomotor islevdeki degisiklikleri ¢ok iyi anlamak gerekmektedir
(5,8,9). Beyin 6deminin bir dizi fizyopatolojik tanimi yapilmistir. Bu siireg ile ilgili ilk giincel
yaklagimlar, klasik deneyleri takiben Klatzo’nun (12) vazojenik 6demi tanimlamasi ile baglar.
Beyin dokusundaki sismenin bes tipi vardir (5,10,12).

3.1.1. Vazojenik 6dem

Damar duvari endotelinde fiziksel zedelenme sonucunda kan beyin bariyeri (KBB)
biitlinliigiiniin bozulmas1 sonucu gelisir. KBB biitiinliigii bozuldugunda damar i¢i hidrostatik
basing, plazma tiirevlerini hiicreler arasi bosluga gecirir. Gegiste suyu beraberinde siiriikler.
Birikim baslica ak maddede olur (5,9,13,14). Odematdz dokunun kimyasal analizi, elektrolit
ve protein miktarlarinin tayini 6demin tabiati hakkinda bilgiler verir. Vazojenik 6dem
travmatik beyin yaralanmasi sonrasi, abse ve hematom ¢evresinde, hipotansif serebrovaskiiler
hasarda, tiimor gevresinde ve cerrahi girisimden sonra goriiliir (5,14).
3.1.2. Iskemik 6dem

Iskemik 6dem baslica hiicre membranma enerji saglayan sodyum—potasyum pompasinin
bozulmasi sonucu olusur (15-17). Bu durum hiicre iginde sodyum ve su, hiicre disinda ise
potasyum artigina neden olur. Kapiller endotel hiicreleri iskemiye direnglidir ve kan beyin
bariyeri baslangigta saglamdir. Sonrasinda damar yatagindan hiicreler arasi siviya sodyum

gecisi devam eder. Bu arada glial hiicre zarinda iyon aligverisi durmustur. Bu durum hiicreler



aras1 boslukta giderek sodyum birikimine neden olur. Sonugta hiicre i¢i sivi artigina ek olarak
hiicreler aras1 boslukta da su birikimi tabloya eklenir. iskemik 6dem baslica serebral korteksi
etkiler (17-19).
3.1.3. Osmotik 6dem

Normalde beyin ekstraselliller sivist ve beyin omurilik sivisi (BOS) osmolalitesi
plazmaninkinden hafifce daha yiliksektir. Plazma osmolalitesi diiserse, artan osmotik basing
farkiyla su beyin dokusuna geger. Odem tiim beyini tutar (17, 20-23).
3.1.4. Sitotoksik 6dem

Kan beyin bariyeri bozulmadan hiicre sismesi meydana gelir (24). Siklikla metaboliktir.
Iskemi sonrasi olusan hipoksi (kan akimi<12mL/100gm/dk) ve buna baghh Na/K ATPaz
pompasinin bozulmasi sitotoksik 6dem gelismesine neden olur. Hiicre i¢ine sodyum girisi,
hiicre disina potasyum ¢ikist olur ve bunu pasif difiizyonla hiicre i¢ine su girmesi takip eder
(25).
3.1.5. Interstisyel 6dem

Drenaj kanallarinin bloke olmasiin bir sonucu olarak 6dem gelisir. Hiicre dis1 sivi

boslugunda siv1 birikimi ve proksimal dokularin genislemesi ile meydana gelir (26). Olusan
basing farki nedeni ile BOS epandimden periventrikiiler ak maddedeki hiicreler arasi sahaya
geger. Vazojenik 6demden sivinin BOS 6zelliginde olmasi ve kan beyin bariyerinin saglam
olmasi ile ayirt edilir (5,17,20,21,23).

3.2. VAZOJENIiK ODEM VE EVRELERI

Baslica ti¢ donemde incelenir (27) :

3.2.1. Olusum ve yayilim déonemi

3.2.2. Dengelenme donemi

3.2.3. Coziilme donemi
3.2.1. Olusum ve yayilhm dénemi

Bu doénem, esas olarak damar i¢i alandan doku arasina biiyilk oranda protein ve
¢cOziiniir maddelerin gegisi ile belirgin olan ve kan beyin bariyerinin biitiinliigiiniin
kayboldugu bir durumu belirtir (5,13). Kan beyin bariyeri hasar1 nedeniyle artmig kapiller sivi
iletimi, plazma tiirevi sivinin dokuya yayilmasini saglar. Bunun bir sonucu olarak, beyin
dokusu igerisindeki basing gradiyentleri en diisiik seviyeye ulasir. Stvi 6demli bolge igerisine
hareket etmeye devam eder (21,27). Odem sivis1 degisken agirlikli pek ¢ok madde igerir.

Bunlar hasarli bolgede doku basing farki nedeni ile ventrikiillere ve subaraknoid araliga dogru



yayilirlar (17). Vazojenik 6demin lezyon bolgesinden yayilim hizini birkag etmen belirler.
Bunlar kan beyin bariyerindeki gergek hasar alani, arteryel basing ve 6demli doku ile BOS
arasindaki basing farkidir (21). Kan beyin bariyerindeki hasar alani en 6nemli etkendir (27).
Etkilenen alan ne kadar biiyiik ise sizan sivi hacmi de o denli ¢ok olacaktir. Farkin artmasi
0dem sivisinin temizlenmesini hizlandirirken, azalmasi ters etki olusturur (5,13,14,27,28).
3.2.2. Dengelenme donemi

Bu donemde hasar bolgesinden sizan sivi ile 6dem alanindan temizlenen sivi dinamik
bir denge olusturur (14,17). Denge noktasinda kan beyin bariyeri agik kalir. Hiicre dis1 mesafe
genislemis ve bu nedenle doku i¢indeki basing farki en aza inmistir. Bu kosullarda 6demli
alana sivi akimi devam eder (21). Ancak 6dem sivisinin tahliyesi ile dengelendiginden 6dem
alaninda artig goriilmez. BOS’da olan tahliye doku basing farklari diistiikge azalir. Sivi ve
molekiillerin BOS’dan vendz sisteme bosalimi hidrostatik basing, diflizyon ve kitle akimi
aracilig ile gergeklesir (21,23,27). Ayrica kapiller damar duvarindan pinositoz yolu ile biiyiik
molekiillerin ortamdan uzaklastirilmast da 6dem sivismin baska bir tahliye yolu olarak
bildirilmistir (13,17,21,29).
3.2.3. Coziilme donemi

Hasarli olan kan beyin bariyeri, kapiller endotelinin onarilmasi sonrasi normal islevine
kavusur ve oOdemin gelismesi durur (27). Odem sivismin ortamdan uzaklastirilmasi
dengelenme evresinde etkin tiim diizeneklerin yardimiyla sivi tamamen c¢oziiliinceye kadar

devam eder (13,17,21,22).

3.3. ODEM SIVISININ OZELLIiKLERIi

Odemli beyin dokusunun kimyasal bilesiminin belirlenmesi degisik 6dem tiplerinin
ayirt edilmesinde 6nemlidir (17). Kimyasal analiz yontemi ile 6dem sivisinin protein ve
elektrolit i¢erigi saptanabilir (21). Bu yaklasim doku tarafindan emilen sivinin niteligi, baska
bir deyisle; plazma tiirevi, plazma ultrafiltrati1 ya da plazma ile ilintisiz bir sivi 6zelligi
tasidigina karar vermek agisindan Onem tasir. Su igeriginin Ol¢lilmesi, 6dem varligmnin
dogrulanmasinda hassas bir yontemdir (5,13,17,30,33). Odem miktar1 48inci saate kadar artis
gosterdikten sonra 72’inci saatte azalmaya baglar, yedinci giinden sonra biiyiik oranda
kaybolur (17,21).

Vazojenik 6deme bagli sivi ve elektrolit degisiklikleri agirlikli olarak hasarli
hemisferin akmadde hiicre dis1 mesafesi ile smirhdir. Ilk ii¢ giinde su igeriginde artma,

sodyum diizeyinde yiikselis, potasyum diizeyinde diisiis gozlenir (13,17,27). Bu degisiklikler



plazmanin elektrolit icerigini yansitan yiiksek sodyum ve diisikk potasyum igerikli sivinin
bolgeye sizmasi ile uyumludur (28,29). Vazojenik 6demde beyin dokusuna serum proteininin
sizmast doku su miktarmdan bagimsizdir (5). Odemin en yiiksek oldugu dénemde ddem
stvisindaki protein miktari, su artigina oranla umulandan daha az diizeydedir. Bu durumun
nedeni ya proteinin metabolik yoldan atilimi, ya sadece suyu kapsayan hiicre i¢i bir birikim ya
da bu iki siirecin bir bilesimi sonucunda olabilir (13,34,35).

3.4. DENEYSEL TEDAViI MODELLERININ DEGERLENDIRILMESI

Beyin 6demi tedavisine yonelik deneysel ¢alismalarda en sik hiperonkotik ajanlar
kullanilmaktadir. Bu maddelerin etkisi, iskemik ve travmatik beyin 6demi deneylerinde damar
ici uygulamalarla arastirilmistir (15,16,18,28,36). Mannitol, dekstran ya da tekrarlanan insan
serum albumini dozlarinin damar yolundan uygulanmas: buna iyi orneklerdir. Bu amagla
kullanilan insan serum albiimininin molekiil agirligit 69000 Dalton’dur. Pek ¢ok maddeyi ve
iyonu kanda tasityabilme 6zelligi g6z oniinde bulundurularak bdlgesel uygulama ile anti 6dem
amacl denenebilir. Yine molekiil agirhigi 40000 Dalton olan ve hiperonkotik bir solusyon
olan Dekstran 40 (Rheomacrodex) ameliyat ve travma sonrasi gelisen tromboembolik olaylar1
diizeltmek amaciyla kullanilabilir.

Oksijen kaynakli radikallerin, 6zellikle membranlardaki lipid yapilarinda bulunan
doymamus yag asitlerinin reaktif metilen gruplarindan alilik bir hidrojen atomunu koparmalar1
ile baslayan lipid peroksidasyonu reperflizyon hasarinin en Onemli nedenidir (37,38).
Demapoulos ve arkadaslari (33) bazi nedenlerden dolayr merkezi sinir sisteminin serbest
radikallere fazla duyarli oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu nedenler arasinda; merkezi sinir
sistemindeki hiicre membranlarinin, doymamis yag asitleri ve kolesterolden zengin olmalar1
nedeniyle serbest radikallere duyarli olmasi sayilabilir. Beyin, serbest radikallere karsi
koruyucu enzimlerden yoksundur. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller,
oksijenden meydana gelen serbest radikallerdir (37,39). Siiperoksit, peroksidaz ve hidroksil
radikalleri gibi serbest radikal olusumlari, doymamis yag asitlerine oksitlenmektedir. Bu
olusumun da hiicre zarinda hasara yol agarak kan beyin bariyerinin yikilmasi ile 6deme neden

oldugu bazi deneylerde gosterilmistir (40).



3.5 KULLANILAN BiYOKIMYASAL PARAMETRELERLE IiLGILI GENEL
BIiLGILER

3.5.1. GLUTATYON (GSH)

Biitiin hiicreler oksidan maddelere karsi, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlardan olusan bir diizenege sahiptir. Enzimatik olmayan maddelerden en 6nemlisi
GSH’tir. GSH 1¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara karsi hiicresel savunma sisteminde
onemli bir rol oynar. Karaciger GSH enziminin yapildig1 baslica organdir (41,42). Bu madde,
karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda olusturulduktan sonra dolasim/tasima sistemi ile farkli
organlar ve alt hiicre bdliimlerine ulastirilir.

Tripeptit tiyol olan glutatyon; metabolizma, tasima, oksijen ve diger bilesiklerin zararli
etkilerine karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir isleve sahiptir. GSH, glutamilsistein
sentetaz ve glutatyon sentetazin etkilesimleri ile hiicre ig¢inde olusturulur. Organizmadaki
GSH sentezi asagidaki sekilde gerceklesir.

A-glutamasilsisteinsentetaz
L- glutamat+L-sisteintATP < —> |L-A-glutamil-L-Sistein+ ADP+Pi

glutatyon sentetaz
L-A-glutamil-L-sistein+glisin +ATP <— —» GSH+ADP+PI

GSH, iki farkli diizenekle hiicrenin antioksidan etkinliginde gorev alir. Birincisi bu
enzimin aracilig1 olmaksizin oksidanlara dogrudan hidrojen gondererek etki gdsterir. Ikincisi
GSH-Px katalizine enzim koenzimi olarak katilir ve HoO,’nin suya ve oksijene doniismesini
saglar. GSH, sitotoksik fenton reaksiyonu iriinii olan OH radikali, sitotoksik iiriin diazot
trioksit (N2O3) ve ONOO ile hizlica ve enzimatik olmayan bigimde tepkimeye girer ve onlar1
detoksifiye edebilir. Ayrica GSH, H,O;’in ve lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda ise
karisir. GSH sentezi organizmada en azindan {i¢ faktor ile diizenlenmektedir:

1) Hiicrede gamma-glutamilsistein sentetazin varligi,
2) Substratlarin 6zellikle L-sisteinin mevcudiyeti,
3) Gamma-glutamilsistein sentetaz {izerine GSH’1n “ feedback” baskilamasi
GSH’in hiicrei¢i seviyesinin herhangi bir seklide azalmasi, lipid peroksidasyonuna

veya diger hiicresel hasarlara yol agabilmektedir (43).



Endojen GSH, proteinlerdeki tiyol gruplarini oksidasyondan korur, Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROT) ile dogrudan tepkimeye girerek onlar1 detoksifiye eder. GSH, DNA ve protein
sentezi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi gibi diger hiicresel islevlerde de koruyucu rol alir.
Arastirmacilar, azalan GSH iiretiminin, hiicresel savunma sisteminde oksidanlara karsi bir

zaafiyet olusturacagini bildirmislerdir (43).

3.5.2. MALONDIALDEHIT (MDA)

Malondialdehid, hiicre lipidlerinin okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu
olusan ana metabolittir. Doymamis yag asidi oksidasyonunun yan iriinii olan MDA,
proteinleri ve fosfolipidleri ¢apraz baglayarak membranda polimerizasyona, iyon taginmasinin
ve enzim islevlerinin olumsuz yonde etkilenmesine neden olur. Hiicre membran
stabilizasyonunun bozulmasiyla, membran potansiyeli olusturabilme yetene§i zarar goriir.
Hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikir ve hiicre oliir (44).

Serbest radikal etkinligi, hem plazmada hem de dokuda Oolgiilebilir tiriinlerin
olusumuna neden olur. Peroksit {iriinlerinin plazma seviyeleri ROT etkinliginin gostergesi
olarak kabul edilir. ROT ile lipidlerin peroksidasyonundan olusan MDA, poliansatiire yag
asitlerinden bir ¢ift bagin yeniden diizenlenmesi ile elde edilir. Oksidasyon yan iiriinii olan
MDA’nin olusumu ayrintilar1 ile incelenmis ve oksidatif hasarin bir gostergesi olan

tiyobarbitiirik asit reaksiyonu yontemi ile 6l¢gmenin miimkiin oldugu ortaya konulmustur (44).

3.5.3. NITRIK OKSIT (NO)

NO, diisiik konsantrasyonlarda ¢ok oOnemli fizyolojik goOrev almaktadir.
Kardiovaskiiler, sinir ve immiin sistemlerde cok sayida islevi diizenleyen bir molekiildiir.
Hava ile alinan NO, oksijen ile reaksiyona girer ve NO2’ye donisiir. Bu, dokulara hasar veren
bir bilesiktir. Bu yap1 daha sonra daha kararli bir yap1 olan nitrata (NO3) oksitlenir. NO’nun
onemli bir diger etkisi de oksihemoglobinle reaksiyona girerek methemoglobine ve NO3’¢e

dontisiimidiir (45). Bu tepkime asagidaki gibidir.

Hb(Fe-02) + NO —> MetHb (Fe(lI1)) +NO3



L-arjinin—NO yolu olarak isimlendirilen bir diizenekle, ti¢ farkli izoformu bulunan
nitrik oksit sentaz tarafindan, L-arjininden iretilir (46). Asagidaki reaksiyonda L-arjinin—-NO

yolu gosterilmistir.

NOS

L'Arj inin +?‘ﬁﬂlhn +NO

NADPH NADP

NOS enziminin {i¢ izoformu vardir. Tipl (n6ronal NOS, nNOS), tipll (indiiklenebilir
NOS, INOS) ve tip Il (endotel NOS, eNOS). Tip | ve I, konstiitif NOS (cNOS) olarak
smiflandirilir. Konstiitif NOS (nNOS veya eNOS) ozellikle damar endoteli, idrar yolu
dokulari, periferik ve merkezi sinir sistemi gibi dokularda bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu arttig1 zaman, kalsiyum kalmodulinle birleserek konstiitift NOS’u etkinlestirir
ve L arjininden, NO sentezi gerceklesir. Ikinci enzim indiiklenebilir izoformdur (iNOS).

Makrofajlardaki NOS izoformu, iINOS’tur ve aktivasyon olmadigi durumlarda
makrofajlarda NOS proteini bulunmaz. Indiiksiyondan sonra enzim sentezi ve dolayisiyla NO
sentezi meydana gelmektedir. L-arjinin NO yolunun harekete gecirilmesi, Saatlerce hatta
giinlerce devam eden NO yapimina neden olmaktadir. Ancak, asir1t NO sentezi, hiicreler i¢in
olduk¢a zararli etkiler meydana getirmektedir. Makrofaj kaynakli NO; bakteri, parazit ve
timor hiicreleri lizerinde sitotoksik etki yapmaktadir. Bu etki hiicre i¢i patojenlere karsi da
baslica savunma diizenegidir (47,48). NO, tiimér hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S
tastyan enzimleri nitrozile ederek antimikrobial, antitiimoral sitotoksik etki gosterir. NO,
ferritinle reaksiyona girerek serbest demir salimimina yol agar, bu serbest demir de lipid
peroksidasyonuna neden olabilir. NO, kararsiz bir yapi ozelligi gosterir ve biyolojik
sistemlerde hemoglobin, oksijen, siiperoksit ve transisyon metal iyonlar1 ile reaksiyona girer.
NO’nun hiicreler iizerinde ¢ok sayida dogrudan ve dolayli toksik etkileri bilinmektedir. NO,
molekiiler oksijenle reaksiyona girerek, DNA deaminasyonuna neden olan diazottrioksit
(N203) sekline doniigiir. O, radikali ile reaksiyona girerek doku hasarmma neden olan
ONOO’ya doniisiir. NO’nun mutajenik etkileri de vardir. NO ve ROT, lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu, ¢esitli enzim sistemlerinin aktive/inaktive edilmesine neden olan
tiyollerin oksidasyonu, prostetik iyon gruplu enzimlerin inhibisyonu, ATP ve NADPH
sentezinin baskilanmasi, kalsiyum ve diger iyon tasgima sistemlerinin engellenmesi gibi bir

cok patolojik olaya neden olabilir (48,49).
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3.6.SITOKINLER

Son yirmi yilda yapilan ¢alismalarda sitokinlerin immiin sistem hiicreleri diginda
fibroblastlar, dendritik hiicreler, parietal hiicreler, osteoblast, diiz kas hiicreleri, hepatositler,
cizgili kas ve sinir hiicresi fonksiyonlarinda da 6nemli diizenleyici gorevler iistlendigi ortaya
konulmustur (50). Inflamasyon, serebral yaralanma, sonrasnda g¢ok hizli bir sekilde
baslamaktadir. Yaralanmayla baglayan ve devam eden kanama, 6dem, noroeksitotoksinlerin
birikimi ve biyokimyasal degisiklikler, inflamasyonun santral sinir sistemi tizerindeki esas
etkilerini belirlemede zorluklar yaratmaktadir. Inflamasyon, canli dokunun her tiirlii
zedelenmeye kars1 gosterdigi ortak bir reaksiyondur. Bu olay, yaralanma alanindaki vaskiiler,
norolojik, hiimoral ve hiicresel yamitlar: igerir. inflamasyon, organizmanin zedeleyici etkeni
cevreleyerek yok etme ve zararl stiregleri smirlandirmasini saglayan ve takiben doku
onarimina yol acan bir siirectir (50). Akut inflamasyonun ortaya ¢ikmasidaki en biiyiik etken
yaralanma bolgesindeki vaskiiler yanittir. Yaralanmadan hemen sonra kisa siiren bir
vazokonstruksiyon ve ardindan arterioler vazodilatasyon olusur. Bu da kapiller yataga daha
fazla kan gelerek konjesyona ve takiben damar gegirgenliginde artisa sebep olur.

Lezyon bdlgesine inflamatuar hiicre infiltrasyonu, polimorfonukleer 16kositlerin
(PMNL) lezyon bolgesini birkag saat icinde infiltre etmesiyle baslar ve travmanin ilk giiniinde
en yiiksek seviyeye ulasir. Yapilan 1g1k ve elektron mikroskop c¢alismalarinda 4. saatten dnce
kan damarlar1 disinda ¢ok az sayida PMNL bulunurken, 4. saatte bunlarin damar i¢inde sayica
cok arttiklar1 ve damar duvarindan g¢ikarak dokuya girmeye basladiklar1 goriilmektedir. 8
saatlik preparatlarda, gri cevherde PMNL kiimelesmeleri goriilmekte ve beyaz cevherde
PMNL’ler néronlarin igindeki inkliizyonlar olarak belirmektedir. 24 saatlik preparatlarda,
dejenere noronlarm PMNL tarafindan sarildigi ve PMNL’ler arasinda selliiler kalintilarin
bulundugu gosterilmistir. PMNL’ler {i¢iincii giinde kaybolurlar. Bu siire i¢inde graniiler
iceriklerini ortama salarak litik enzimlerinin etkisiyle vaskiiler, noronal ve glial yaralanmay1
daha da artirabilmektedirler. PMNL infiltrasyonu miktar1 ile olusan hemoraji miktar1
korelasyon gostermektedir. Histamin, plazma proteazlari, bradikinin, prostaglandinler,
trombosit aktive edici faktor, l0kotrienler, platelet aktive edici faktor, serbest oksijen
radikalleri, serotonin gibi inflamasyon mediatorleri yaralanmig noral dokuda lezyon
bolgesinde birikirler. Inflamatuar hiicreler igin kimyasal gekim 6zelligi olan bu maddeler
doku yaralanmasiin hizla ilerlemesine neden olurlar (50). Ortamdan kaybolan PMNL’lerin

yerini mikroglial hiicrelerden ve dolagimdan kaynaklanan makrofajlar almaktadir. Makrofajlar
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myelin, hemorajik ve nekrotik doku kalintilarin1 fagosite etmektedir. Ayni zamanda
makrofajlar, anjiogenezi baslatan interlokin-1 benzeri sitokinleri de salgilamaktadirlar (50).

Sitokinler, genelde otokrin ve parakrin 6zelliklere sahip olan kiigiik proteinler olarak
tanimlanabilir. Gliniimiizde ikiyiliziin lizerinde insan sitokini tanimlanmustir. Sitokinleri
calismada karsilagilan bir problem, molekiillerin nadiren tek baslarina salinmalar1 ve nadiren
tek baslarina etki gostermeleridir. Bir sitokinin bir bagkasinin yapimi ve yaniti iizerinde etkisi
olabilir (51).

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyaranlara karsi cevap olarak 6zel
hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler. Belli bir sitokin
cesitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat ayni biyolojik etkiyi gosterirler.
Sitokinlerin etkileri genel veya yereldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. Soyle Ki;
belli hiicreler tarafindan kana veya g¢esitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger
bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize olmus etkiler
gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayn1 hiicre {izerine etkisi)
ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye etkisi)
etkilerdir (51).

Sitokinlerin tamimlanmasi  ¢esitli isimlendirme ve smiflandirma sistemlerine
dayandirilir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki fonksiyonel benzerliklere ve etKi
mekanizmalarma dayanmaktadir.

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir:

1) Dogal immunite mediatorleri olan sitokinler;

a) Tip 1 interferonlar

b) TNF (Tiimor nekroz faktor)

¢) Interlokin-1 (1L-1)

d) Interlkin-6 (IL-6)

e) Kemokinler

2) Lenfosit aktivasyonu, ¢cogalma ve farklilagmasini diizenleyen sitokinler;
a) Interlokin-2 (1L-2)

b) Interlokin-4 (1L-4)

c) Transforming Growth faktor (TGF)

3) Inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler;
a) Interferon-gama (IFN-y)

b) Lenfotoksin (No6trofil aktivatorii)

¢) Interlokin-12 (1L-12)
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d) Interlokin-10 (IL-10)

4) Hematopoezi uyaran sitokinler;

a) Stem cell faktor (SCF)

b) Interlokin-3 (IL-3)

c) Monosit-makrofaj koloni stimule eden faktor (M-CSF)
d) Granulosit koloni stimule eden faktor (G-CSF)

e) Interlokin-7 (1L-7)

f) Interlokin-9 (1L-9)

g) Interlokin-11 (IL-11) (52).

Sitokinler, hematopoietik sistemin de i¢cinde bulundugu, hedef hiicrelerin aktivitelerini
degistiren veya diizenleyen protein ve/veya glikoprotein yapili immiinomodiilatorlerdir.
Hedef hiicrelerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara baglanarak etki ederler. Baglanma ile
baslayan sinyal transdiiksiyonu ve ikinci haberci iletimi, gen aktivasyonu, mitotik boliinme,
biiyiime ve farklilasma, migrasyon veya apoptozise neden olur (53). Sitokinler hiicre
boliinmesi ve farklilasmasmin kontrolii, hematopoez ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi,
yaralarm iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesi gibi
biyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Sitokinler immun ve inflamatuvar cevabm etkin
mekanizmalarinin ¢oguna katilirlar (54).

Lenfokin, monokin, interlokin interferon olarak da adlandirilan sitokinlerin ortak
karakteristik ozellikleri (55,56):

1. Sitokinler dogal ve spesifik immunitenin efektdr fazinda yapilirlar.

2. Bir sitokin degisik tip hiicreler tarafindan yapilabilir.

3. Bir sitokin degisik tip hiicreler iizerine etki gosterebilir.

4. Diisiik molekiiler agirliktadirlar.

5. Bir sitokinin ayn1 hedef hiicre iizerinde farkli etkileri olabilir. Bu etkilerin bazilar1 ayni
anda, bazilar1 ise dakikalar saatler hatta giinler sonra olusabilir.

6. Birden fazla sitokin ayni1 etkiyi gosterebilir.

7. Iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan kaldrabilir (antagonizm), arttirabilir (sinerji) hatta
degisik bir etkiye yol acabilir.

8. Sitokin sentez ve sekresyonu kisa siireli olaylardir. Sentezleri genellikle yeni gen
transkripsiyonu ile baslar, hiicrede dnceden yapilmig halde bekletilmezler.

9. Sitokinler hedef hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak etkilerini baglatirlar.

10. Belli bir biyolojik etkiyi saglamak i¢in gereken sitokin miktar1 genellikle ¢ok disiiktiir.
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11. Immiinite ve inflamasyon reaksiyonlarinda viicut cevabmm amplitiid ve siiresini
diizenlerler.

12. Daima gegici siire ile ve bolgesel olarak sentezlenirler.

13. Son derece potenttirler.

Sitokinler hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptorlere baglanarak etki gosterirler.
Stipressor etkiler reseptor yapimini asagi ¢ekebilir. Reseptor molekiiller membrana bagli
olduklar1 gibi serbest halde bulunabilirler. Sitokin reseptorlerinin en dnemli fonksiyonlarindan
biri ekstraselliller bir sinyali spesifik bir sitokin varliginda intraselliiller bir sinyale
doniistiirmektir.

Merkezi sinir sistemi agisindan sitokinler spesifik bir rol oynarlar ve asagida sayilan
durumlarda 6zellikle 6nemlidirler. Bunlar (56,57):

1- Embriyonik gelisim,

2- Ates, noroendokrin aktivasyon, davranig ve duygulanim degisiklikleri,
3- Beyin ve omurilik travmasi,

4- Yabanci antijene kars1 immiin cevabin diizenlenmesi,

5- Hiicresel ve hiimoral immunite ile inflamatuar cevaplarin gelisimi olarak siralanabilir.

3.6.1. TNF-a VE IL-1p

IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler, proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar
degisikliklerin olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitinin
ortaya ¢ikmasinda rol alirlar. IL -1’in IL-1a ve IL-1B olmak tizere iki alt tipi vardir. Bu iki
form, farkl genler tarafindan kodlanan 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir. Birbirleri ile
sadece %26 oraninda benzer olmalarina ragmen biyolojik etkinlikleri ve potensleri aynidir.
Yine, ayni hiicre ylizey reseptorlerine, benzer afinitelerle baglanirlar. IL-1, TNF ile beraber
antijen sunan hiicrelerce T helper hiicrelerin aktivasyonunu saglar. Antijen ile temas eden
antijen sunan hiicreler tarafindan salgilanan bu iki sitokin, bir¢ok adezyon molekiiliiniin
ekspresyonunu arttirir. [F-y iiretimi artar ve yiizeyde Biiylik histokompatibilite kompleksi
(MHC) Class II molekiillerinin ekspresyonu artar. Boylece helper hiicreler tarafindan antijen
sunan hiicreler baglanabilir ve aktive olabilir. Aktive olan hiicrelerde I1L-2 salinimu ile IL-2 ve
IFN-y reseptorlerinin ekspresyonu artar, sonugta duyarli T helper hiicrelerde klonal
proliferasyon gerceklesir. IL-1 ve TNF beraber hem humoral hem de hiicresel immiin cevabin
ortaya ¢ikmasini saglar. Notrofil ve makrofajlart stimule eder, B hiicre proliferasyonunu

hizlandirir, hematopoezisi uyarir, birgok sitokin ve inflamatuar mediatoriin etkilerine aracilik
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eder. IL-1’in uyardig1 insan astroglial hiicrelerinden TNF-a, koloni stimulan faktér ve IL-6

tiretimi gosterilmistir (57-59).

3.7. KLiNiK TEDAVi

Kafa travmalarinda tedavinin amaci; artmis kafa i¢i basincini distirmek, beyin
dokusunu ilave hasarlar ve komplikasyonlardan korumak, beyni ikincil noronal hasardan
koruyucu tedbirler almak, beyin dokusunda iyilesme potansiyeli olan hiicreler i¢in en iyi
biyolojik kosullar1 saglamaktir. Bu amagla beyin 6demi tedavisi hidrostatik, ozmotik ve
onkotik giiclerin bi¢imlendirilmesi ilkesine dayanir. Bu terapotik hedeflerde fizyolojik
smirlardan herhangi bir sapma dikkatle izlenmeli ve olabildigince hizla diizeltilmelidir.
(9,21,60,61).

Klinikte uygulanabilecek anti 6dem tedavi yontemleri su sekildedir:

3.7.1. Pozisyonlama

KIB’n1 azaltmanin en etkin ydntemlerinden biri hastanin yatak bas kismmin 30 derece
yiikseltilmesidir. Bu sayede kafai¢i basmmcmim yani sira ortalama arter basinci ve serebral
perfiizyon basinci diiser (9,62).

3.7.2. Solunum destegi

Solunum sikintisi iginde bulunan veya Glasgow Koma Skoru (GKS) 8’in altinda olan
hastalar entiibe edilmelidirler (9).

3.7.3 Hiperventilasyon

pCO; diizeyi eriskinde 25-30 mm Hg, ¢ocukta 15-25 mm Hg diizeyine gelene kadar
hiperventile edilir. pCO; diizeyindeki bu diisiis kafa i¢i damarlarda daralma olusturarak kafa
ici voliim ve kafa i¢i basincinin azalmasina neden olur (63).

3.7.4 Siv1 tedavisi

Genel anlamda sivi tedavisi; idame, kayiplarin yerine konmasi ve defisitin
diizeltilmesi seklinde olmalidir. Beyin 6deminin tedavisindeki son gelismeler tedavinin
hipertonik-hiperonkotik ¢ozeltilerle yapilmasi dogrultusundadir (4,5,9).

3.7.5 Metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesi

Hipertansiyon kontroliiniin saglanmasi, arteryel yol ve sik arteryel kan gazlar1 takibi
onerilir. Kan sekeri diizenlenerek hiperglisemi ve hipoglisemiden korunmalidir (64).

3.7.6 BOS salgilanmasim azaltici tedavi

Diiiretik, steroid, karbonik asit inhibitorii gibi ajanlar kullanilarak BOS salgilanmas1
azaltilabilir (65).
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3.7.7 Ozmotik tedavi

Doku suyunu ve beyin 6demini azaltmanin en hizli ve etkili yontemi ozmoterapidir
(21,65). Istirahattaki bir hastada 10 dakika siireyle kafa i¢i basmc1 20 mm Hg iizerinde olursa
ozmotik tedaviye baslanir. Oral veya intravendz yolla verilen iire, aloumin ve gliserin gibi
ajanlar beyin O0deminin tedavisinde uzun siire kullanilmis ancak bobrek islevleri ve
hemodinami {izerindeki olumsuz sistemik etkileri nedeni ile tedavide etkinlikleri sinirl
kalmigtir (66-68).
3.7.7.1. Mannitol

Travmatik beyin 6deminin tedavisinde en fazla kullanilan ajandir (68). Kafa i¢i basinci
azaltmak i¢in kullanilir. Plazma ve beyin arasinda bir ozmotik basing farki olusturarak 6dem
stvisinin beyinden plazmaya gegisini saglar (11,69,70). Kafai¢i basinci disiiriicii etkisinin
baglamasi 1-5 dakika arasindadir. Maksimum etkisi 20-60 dakikadir. 0,25 gr/kg mannitol
dozunun baz1 hastalarda KIB’1 azaltmada yeterli oldugu gosterilmistir. Ancak doz 1 gr/kg’a
kadar cikilabilir. Onceki yiiksek doz daha sonraki dozun etkinligini azaltir. Bunun igin en
ufak etkin dozu kullanmak gerekir. Mannitolun etkinligi lup iizerinden etki eden diiiretiklerin
kullanimu ile birlestigi zaman sinerjik olarak artar. Serum ozmolaritesi 320 mOsm/L oldugu
stirece etkilidir. Bu diizeyin iizerinde bobrek yetmezligi ve sistemik asidoz meydana gelebilir
(11,13,62).
3.7.7.2. Furosemid

Loop diiiretik smifindandir. Etkisini bobrek glomeriillerinde henle kulpunun kortikal
¢ikan kalin bacaginda Na-K-Cl tasiyicilar1 tizerine etki yaparak NaCl‘nin geri emilimini
engellemek yoluyla gosterir. Loop diiiretikler serum tonisitesini artirarak ve ayrica BOS
yapimini yavaslatarak kafa i¢i basincini azaltirlar (71).
3.7.8. Sedatif ve analjezikler

Bu ilaglarin akut durumlarda kafa i¢i basincinin donemsel yiikselmelerine karsi etkili
olduguna inanilmaktadir. Akut donemde en sik kullanilan sedatif analjezik ise intravendz
morfindir. Sedatif dozlarda 6zellikle ventilasyon kontrol altinda iken giivenle kullanilabilir
(62,72).
3.7.9. Paralitik tedavi

Kiirar, vekuronium, pankuronium, siiksinilkolin, atrokurium gibi kas gevseticiler
giivenli bir aralik icinde kafa travmasi sonrasi kafai¢ci basing artis1 olan olgularin

resussitasyon, entiibasyon ve cerrahi anestezi islemlerinde kullanilmaktadir (73).
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3.7.10. BOS tahliyesi

Kafaici basincini diisiirmede 6nemli bir yeri vardir. Intraventrikiiler kateter yardimiyla
3-5 ml BOS bosaltilmas1 kafai¢i basinci azaltacak ve O6dem sivisinin ventrikiiller igine
gegisine olanak saglayacaktir. Ayrica l16kotrien C4 ve IL-6 gibi proinflamatuar kemokinlerin
ortamdan uzaklastirilmasi olanaklidir (9,23,27).

3.7.11. Barbitiirat tedavisi

Kafa travmali hastalarda kontrolsiiz artan kafa i¢i basincindan noral elemanlari
korumak i¢in kullanilmaktadir. Kafa i¢i basinci 25 mmHg iizerine ¢ikarsa baslanmasi
onerilir. Etkisini beyin metabolizmasini yavaslatarak enerjiye olan ihtiyact azaltmasi yoluyla
gosterir. Boylece iskemi durumunda ve serebral komplians azaldiginda kalici hasar
gelismeden endojen tamir mekanizmalar1 gorev yapabilir (22).

3.7.12. Dekompressif kraniyektomi

Dekompresyon cerrahisi, tiim medikal tedavilerin uygulanmasina ragmen tedaviden
fayda saglanamiyorsa Ozellikle genglerde Onerilmektedir. Literatiirde, iskemik olaylarda
dekompresyonun infarkt alanini azalttig1 bildirilmektedir (16,27).

So6zi edilen tiim medikal ve cerrahi yontemlere ragmen halen etkin ve sonug alic1 bir
anti 6dem tedavi protokolii lizerinde fikir birligi yoktur. BOS, 6dem sivisinin tahliyesi ve
vendz sisteme bosaltimi agisindan Onemli bir ortam olusturur. Kuramsal olarak, hasar
bolgesinden BOS’a bosalan 6dem sivismin akis dinamigi ventrikiile verilecek sivi g¢ekici

birtakim ajanlarla hizlandirilabilir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma inénii Universitesi Deneysel Arastirma Birimi ve Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu karariyla 15.03.2010 tarihinde 2010/22 arastirma protokol numarasiyla onaylanmis
olup, Mayis 2010-Agustos 2010 tarihleri arasinda yapilmistir. Calismada daha once herhangi
bir deneyde kullanilmamis agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen disi eriskin Spraque-
Dawley sican kullanildi. Sicanlar indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan
temin edildi. Calisma Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuarinda cerrahi
aletler, stereotaksi cihazi ve yiiksekten agirlik diisiirme yontemi i¢in gerekli cihaz kullanilarak

gerceklestirildi.

Resim 1: Travma diizenegi
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Sicanlar ¢alisma 6ncesinde, ¢alisma sirasmda ve sonrasinda her kafeste en fazla dort
hayvan bulunacak sekilde sabit oda sicakliginda, her giin kafes temizligi ve beslenme

(standart hayvan yemi ve yeterince su) gereksinimi saglanmak sarti ile barindirildi.

4.1. ANESTEZI

Cerrahi iglem Oncesi tiim sicanlara 10 mg/kg dozunda xylazin (Bayer Birlesik Alman
[lag Fabrikalari, Istanbul) ve 75 mg/kg dozunda ketamin hirokloriir (Parke Davis, Istanbul)
intraperitoneal yol ile uygulandi. Gereksinim duyulmas: durumunda baslangigta uygulanan

dozlarin %20’sini asmayan dozlar aralikli olarak tekrarlandi.

4.2. TRAVMA MODELI

Travma modeli i¢in Feeney’in tarif ettigi agirlik diisiirme tekniginden faydalanilarak
orta diizeyde kafa travmasi olusturuldu (74). Feeney’in agirlik diisiirme modeli, 9 gr
agirhigindaki metal ¢gubugun, dis ¢ap1 13 mm i¢ ¢cap1 11 mm olan ve ilizerinde hava kacisina
olanak saglayan delikleri bulunan bir cam tiipten dik olarak ve 50 cm yiikseklikten
birakilmasi seklinde uygulandi (Resiml). Silindirin yiiksekligi ve disiiriilecek agirlik E=mgh
formiilii ile hesaplandi. Béylece uygulanacak travma standardize edilmis oldu. Kafa travmasi
diizenegi uygulanmadan 6nce anestezi sonrasi sicanlar diiz bir ylizey iizerine yatirildi. Diiz
zemin tlizerinde yatan siganlara orta hatta dikey olacak sekilde bir cilt insizyonu yapildu.
Insizyondan sonra orta hat ve sol koronal siitiir tanind1. Periost, sol tarafta ortaya konan
sahada kemikten siyrildi. Temporal adale yapisma yerinden kesilerek temporal kemik {izeri
serbestlestirildi. Dental tur yardimiyla sol paryetal kemigin ortasinda bir delik agildi. Bu iglem
sirasinda beyin dokusunu 1s1 etkisinden korumak amaciyla uygulama bolgesi kisa araliklarla
serum fizyolojik ile yikandi. Dura biitiinliigii bozulmadan acgilan delik, kivrik uglu bir mini
hemostat ile genisletildi. Temporal kemigin paryetal komsulugu da dahil olmak iizere orta
hattin solunda, dura saglam birakilmak kosuluyla, 10x15 mm boyutlarinda bir kraniyektomi
sahasi olusturuldu. Gereginde dura kanamalari i¢in oksitlenmis seliiloz (Surgicel, Ethicon,
Istanbul), kemik kanamalar1 i¢in Bone-wax (Ethicon, Istanbul) kullanildi. Kraniyektomiden
sonra sigan prone pozisyonunda kopiik bir yatagin iizerine yerlestirildi. Daha sonra Feeney’in
cihaz1 kullanilarak sicanlara 450 gr/cm kuvvet uygulanarak kafa travmasi olusturuldu. Kafa
travmasindan sonra cilt tek kat olarak kapatildi. Bu islemler yapilirken asepsi kurallarma

uyuldu.
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Kafa travmasi olusturulan bu siganlardan tedavi grubundakiler, travmadan sonraki
6’mc1, 12’inci, 24’lncii saatlerde anestezi uygulamasini takiben serebroventrikiiler ilag
uygulamak amaciyla sigan stereotaksi (ASI mstruments small animal stereotaxic frame,
Istanbul) cihaz1 kullanildi. Denekler insizor bar interaural ¢izginin 5 milimetre iizerinde
olacak sekilde stereotaksi cihazina konumlandi. Cihaza yerlestirdikten sonra Stereotaksi
cihazina monte edilen hamilton enjektorii (No:24) ile Pellegrino-Cushman (75,76) atlasinda
bildirilen koordinatlar dahilinde sol lateral ventrikiil hedeflenerek travmadan 6’mc1, 12’inci
ve 24’incl saatlerde 2’ser mikrolitre dozda terapotik ajan serebroventrikiiler olarak verildi
(Resim 2). Tedavi sonrasi cilt tek kat kapatildi. Uygulamalar sonrasi tiim denekler gida ve sivi

gereksinimi i¢in serbest birakildi.

Resim 2: Sterotaksi cihazina yerlestirilmis rat
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4.3. DENEY GRUPLARI

Sicanlar, her grupta esit sayida olacak sekilde, alt1 gruba (Tablo 1) gelisigiizel olarak
ayrildi. Planlanan sakrifikasyon zamanina kadar tiim gruplarda yasayan si¢an sayisi 44 adettir.

1’inci grup (Albiimin tedavi grubu): Albumin tedavi grubundaki siganlara kafa
travmasi olusturulduktan sonra 1ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi,
stereotaksi cihazi ile 2 mikrolitre albumin 6’nci, 12°nci ve 24’lncii  saatlerde
serebroventrikiiler olarak verildi.

2’inci grup (Mannitol tedavi grubu): Mannitol tedavi grubundaki siganlara kafa
travmasi olusturulduktan sonra 1ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi,
stereotaksi cihaz1 ile 2 mikrolitre mannitol 6°nci, 12°nci ve 24’inci saatlerde
serebroventrikiiler olarak verildi.

3’iincii grup (%3 sodyum Kloriir tedavi grubu): %3 sodyum kloriir tedavi
grubundaki siganlara kafa travmasi olusturulduktan sonra 1ml serum fizyolojik intraperitoneal
olarak uygulandi, stereotaksi cihazi ile 2 mikrolitre %3 sodyum kloriir 6’nc1, 12°nci ve
24’tinct saatlerde serebroventrikiiler olarak verildi.

4’lincii grup (Gliserin tedavi grubu): Gliserin tedavi grubundaki siganlara kafa
travmasi olusturulduktan sonra 1ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi,
stereotaksi cihazi ile 2 mikrolitre gliserin 6’nci, 12°nci ve 24’ilnci saatlerde
serebroventrikiiler olarak verildi.

5%inci grup (Dekstran tedavi grubu): Dekstran tedavi grubundaki siganlara kafa
travmasi olusturulduktan sonra 1ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi,
stereotaksi cihazi ile 2 mikrolitre dekstran 6’nci, 12°nci ve 24’lnci saatlerde
serebroventrikiiler olarak verildi.

6’mc1 grup (Tedavisiz travma grubu): Kontrol grubu olan tedavisiz travma
grubundaki si¢anlara anestezi verilerek kafa travmasi olusturulduktan sonra 1 ml serum
fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi. 6’mnci, 12°nci, 24’ilincii saatlerde stereotaksi
cihazinda ponksiyon yapildi; ancak terapotik ajan verilmedi.

Her grupta yer alan toplam 44 sigan travmadan 48 saat sonra biyokimyasal analiz igin

sakrifiye edildi.
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Gruplar Yasayan Sigan Sayisi

1. grup (Albiimin)

2. grup (Mannitol)

3. grup (%3 sodyum klortir)

4.grup (Gliserin)

~N| N | ©o] o«

5. grup (Dekstran)

6. grup (Tedavisiz travma grubu) 6

Tablo 1: Grup numaralar1 ve travmadan 48 saat sonra sakrifiye edilen sigan sayisi

4.4. PERFUZYON VE DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Tiim gruplarda yer alan sicanlarda, dnceden belirlenen siire¢ sonrasinda, xylazine ve
ketamin hidrokloriir kullanilarak derin anestezi olusturuldu. Derin anesteziyi takiben siganlara
torakotomi uygulandi. Torakotomi sonrasinda serum fizyolojik ile 5 dakika siireyle
intrakardiyak perfiizyon yapildi. Perflizyondan hemen sonra beyin dokusu hizli bir sekilde
hasarsiz olarak ¢ikarildi. Travma uygulanan hemisferin hasar merkezi ve periferinden, karsi
hemisferden olmak tizere doku 6rnekleri alindi. Travma yapilan taraftaki hemisferden alinan
doku ornekleri daha 6nceden hazirlanmis ve her bir denek i¢in numaralanmis kaplara alinarak

biyokimyasal analiz yapilmak iizere -70 °C’de bekletildiler.

4.5.BIYOKIMYASAL ANALIZLER ICIN DOKU ORNEKLERININ
HAZIRLANMASI

Gruplardan alinan beyin numuneleri tartild1 ve iizerlerine %10’luk (w/v) homojenat
olusturacak sekilde fosfat tamponu (pH: 7.4, 50 mM) ilave edildi ve buz i¢inde 1-2 dakika
sireyle 12000 devir/dakika homojenize (Ultra Turrax Type T25-B homogenizer, IKA
Labortechnic, Germany) edildi. Elde edilen homojenatlarn bir kismi MDA analizinde
kullanild1. Geriye kalan homojenatlar 5000 rpm’de, 4°C’de, 30 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatant 6rnekleri IL-1p, TNF-a, GSH ve NO analizlerinde kullanild1.

IL-1B, rat Platinum ELISA kit ile ¢alisilmistir (Platinum ELISA eBioscience, North
America).

TNF-a, rat Platinum ELISA kit ile ¢calisilmistir (Platinum ELISA eBioscience, North

America).




22

4.5.1. MALONDIALDEHIT (MDA; Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri, TBARS)
ANALIZI

Iki molekiil tiyobarbitiirik asidin (TBA) bir molekiil MDA ile asit ortamda reaksiyona
girerek pembe renkli {irin olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan bu bilesik 535 nm’de
maksimum absorbans vermektedir.

Kullanilan Reaktifler

1) %1°lik fosforik asit

2) %0.6’lik tiyobarbutirik asit (TBA)

3) n-butanol (konsantre)

4) Standartlar i¢in 1,1°,3,3” tetractoksipropan (kalibrasyon grafigi ¢iziminde kullanilmak
iizere 2.5, 5, 10, 20, 40 mikromolarlik standardlar kullanildi).

Kor Standart Numune
Doku Homojenat: | = | - 250 pLL
Standart | - 250y | -
%1’lik Fosforik Asit 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
%0.6’lik TBA 500 uL 500 uL 500 uL
Etanol 250 L | - e
Vortekslenip 45 dakika kaynar su banyosunda (95°C’de) inkubasyon ve sogutma
n-butanol 2 mL 2mL 2 mL

Tablo 2:MDA diizeylerinin tayini

Hazirlanan ¢ozeltiler yukaridaki ¢aligma tablosunda belirtildigi sekilde vida kapakli
cam tiliplere eklendi, cozeltilerin karigmasi i¢in 5 dakika boyunca her bir tiip kuvvetlice
vortekslendi. 5 dakikanin sonunda numuneler 3000 rpm' de 20 dakika santrifiij edildi. Ustteki
slipernatant (n-butanol fazi) direkt olarak kuartz kiivete alind1.

Olusan pembe renkli siipernatantlarin absorbanslar1 spektrofotometrede 535 nm’de
okundu ve 1,1°,3,3’-tetraetoksipropan ile hazirlanan standart grafikten yararlanilarak pmol/L

cinsinden MDA diizeyleri bulundu (Sekil 1). Sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade edildi.
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0,700 H
0,600 H
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Sekil 1: MDA standart grafigi

4.5.2. REDUKTE GLUTATYON (GSH) ANALIZi

Stipernatant numunelerine %10’luk TCA c¢ozeltisi ilave edildi, iyice karistirildi ve
3000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin ¢dkmesi saglandi. Elde edilen
acik renkli proteinsiz siipernatant numuneleri, GSH analizinde kullanild:.

GSH analizi, Elman’m tarif ettigi metoda gore yapildi (77). Metodun GSH 6l¢iim
prensibi, analiz tiipiinde bulunan glutatyonun 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona
girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 151k siddeti spektrofotometrede 410
nm dalga boyunda okunarak rediikte glutatyon miktarinin tayin edilmesi seklindedir.
Kullanilan Reaktifler
1) %10’luk triklor asetik asit (TCA)

2) 0.3 M disodyum hidrojen fosfat

3) %0.4’lik 5,5’-Ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

4) %1 lik trisodyum sitrat (DTNB’yi ¢6zmek igin)

5) Rediikte glutatyon standart ¢ozeltileri: Kalibrasyon grafigini olusturmak tizere 125, 250,
500, 1000 mikromolarlik GSH standart ¢ozeltileri kullanild1.



Koér Standart Numune
Proteinsiz Siipernatant |  ----- | ----- 250uL
Standart ¢ozeltiler | - 250pL | -
0.3 M Na;HPO4 2 mL 2 mL 2mL
%0.4’lik DTNB 250 uL 250 pL 250 pL
Distile su 250l | e e

Tablo 3: GSH Diizeylerinin Tayini
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Yukaridaki tabloda belirtilen calisma semasina gore deney tiipleri hazirlandi,

cozeltilerin karigsmasi i¢in tiipler vortekslendi. Spektrofotometre kor ile 410 nm’de sifir

absorbansa ayarlandi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilen numunelerde olusan rengin siddeti

spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve glutatyon standart grafiginden yararlanilarak

umol/L cinsinden GSH diizeyleri bulundu (Sekil 2.). Sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 2. GSH Standart Grafigi
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4.5.3. NITRIK OKSIT (NO) ANALIZi

Numunelerin Deproteinizasyonu

Beyin dokularinin homojenizasyonu sonrasi elde edilen siipernatanttan 300 pL alinir,
tizerine 600 puL. 82 mM/L ZnSOy ilave edilir. 1 dakika vortekslenir ve 5 dakika oda 1sisinda
bekletilir. 5 dk’nin sonunda 900 pL 55 mM/L NaOH ilave edilir 5 dakika vortekslenir, 5000
rpm'de 20 dakika cevrilir, proteinsiz slipernatant temiz bir tiibe alnir (deproteinize olmus
numune). Proteinsiz siipernatant NO analizinde kullanilir.

Proteinsiz silipernatant numunelerinin nitrik oksit (NO) diizeyleri, enzimatik Greiss
yontemiyle total nitrit olarak Olctilmiistiir. Total nitrit diizeyleri; endojen NO {iiretiminin
indeksi olarak kabul edilmektedir (78,79).

Total nitrit 6lgiimii, Ozbek ve ark. tarafindan tarif edilen metoda gore yapilmustir (80).
Deproteinize edilmis siipernatanttan 250 pl almir ve 0.32 mol/L potasyum fosfat
tamponundan (pH’s1 7.5 olan) 200 pl, nitrat rediiktazdan (10 U/ml, Sigma) 25 ul, koenzim
olarak NADPH (50 umol/L) ve FAD (5 umol/L) ile bunlara ilaveten 525 pl distile su bulunan
toplam 750 ul s1v1 igerisine ilave edildi ve 2 saat siireyle inkiibasyona tabii tutuldu.

Nitratm, nitrat rediiktaz tarafindan nitrite indirgenmesinden sonra, bu indirgenmis
numunelerden ve Greiss reaktifinden (greiss reaktif; distile su igerisinde ¢oziinmiis % 0.1°1lik
a-naftilamin ve % 5’lik fosforik asit igerisinde ¢6ziinmiis % 1’lik p-aminobenzen
siilfamid’den 1:1 oraninda alinarak hazirlanmustir) esit hacimler alinarak karistirildi. Ornekler
15 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildiktan sonra bir spektrofotometre yardimiyla 548
nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. 0 ile 200 umol/L’lik bir aralikta nitrit
standartlar1 hazirlanarak absorbans degerleri Olgiildii ve bir standart grafigi hazirlandi.
Proteinsiz siipernatant Orneklerinin absorbans degerleri, bu standart grafiginden (Sekil 3.)

yararlanilarak umol/L nitrite ¢evrildi. Sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade edildi.



Nitrit Standart Grafigi (NaNO2)

Absorbans
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0 50 100 150 200 250
Mikromol/L

Sekil 3. Nitrik Oksit Standart Grafigi
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5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismanin istatistiksel analizlerinde SPSS 15.0 programinda tanimlayici veriler
ortanca (Min-max) olarak verildi. Gruplarin ortancalarin karsilastirilmasinda Kruskal wallis H
testi normal dagilim varsayimi saglanmadigi i¢in kullanildi. Coklu karsilagtirmalarda
Bonferroni diizeltmeli MannWhitney U testi ile yapildi. Burada P<0.005 degeri 6nemli kabul
edildi. P<0.05 anlamli olarak alindi. Grafikler Mikrosoft Excel programinda olusturuldu.
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6. BULGULAR

Calismamizda olusturulan TBH’da, 6zellikle %3 NaCl tedavili grupta (Grup 3) NO
diizeylerinin diistiigli goriildii (Grafik 1).
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Grafik 1: Beyin dokusunda 6lgiilen NO diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Calisgmamizda albumin, mannitol, %3 NaCl ve gliserin tedavi gruplarmda (Grup
1,2,3,4) GSH diizeyinde anlamli artig goriilmiistiir. Dekstran tedavili grupta (Grup 5) bu artig
saptanmamustir (Grafik 2).
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Grafik 2: Beyin dokusunda 6l¢iilen GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Calismamizda kontrol grubuna goére, albumin, mannitol, %3 NaCl ve gliserin tedavi

gruplarinda MDA diizeylerinde diisiis goriilmiistiir (Grup 1,2,3,4) (Grafik 3).
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Grafik 3: Beyin dokusunda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi

TBH travmanin proinflamatuar nitelikteki iki sitokini olan TNF-o ve IL-1B diizeyleri
beyin dokusunda incelenmistir. IL-1B degerinin travmadan sonra tedavisiz travma grubunda
cok ciddi oranda arttig1 goriilmiis olup, tedavi gruplarinda artisin 6nlendigi gorildii (Grup
1,2,3,4,5) (Grafik 4) (P=0.001).
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Grafik 4: Beyin dokusunda olg¢iilen IL-1f3 dlzeylerinin gruplara goére dagilimi

Ayn1 calismada beyin dokusunda ayni yOntemle bakilan TNF-a diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Grafik 5) (P=0.06).
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Grafik 5:Beyin dokusunda 6lgiilen TNF-a diizeylerinin gruplara gore dagilimi




31

7. TARTISMA

Kafa travmasma ikincil olarak gelisen beyin 6demi norosirurji disiplininin halen ivedi
¢oziim bekleyen sorunlarmdan biridir. Son otuz yil i¢inde radyolojik tani yontemlerinde
ortaya ¢ikan hizli gelisim, molekiiler biyoloji alanindaki yogun laboratuar destek ve
farmakolojik arastirmalardaki biiylik atilim beyin 6demi fizyopatolojisinin daha Once
anlasilamayan pek ¢ok yOniiniin ortaya ¢ikmasima yardimci olmustur.

Bu c¢alismada kolay uygulanabilir olmasi, beyin sapi hasar1 olusturulmaksizin
parankimal hasar olusturulabilmesi, travmaya ikincil hipertansiyon olusturulmaksizin
hedeflenen harabiyetin gerceklestirilebilmesi, insandaki kafa travmasinda sik rastlanan yaygin
aksonal harabiyetin olusturulabilmesi gibi kosullar1 saglayabilmesi nedeniyle c¢arpma
akselerasyon travma modeli kullanildi (74). Bu modelde insanda kafa travmasi sonrasi
siklikla gbzlenen serebral O6dem, intrakraniyal hipertansiyon ve serebral kan akimi
degisiklikleri daha iyi olusturulmaktadir. Ayrica bu modelde istenilen kafa travmasi diizeyine
belirgin beyin sap1 hasari olusturulmadan ulasilir. Deney hayvani olarak, ucuz ve kolay
saglanabilir olmasi ve ¢evresel direncinin yiiksek olmasi nedeniyle sigan tercih edildi.

Travmatik beyin 6demi modellerinde yapilan ¢alismalar, 6demin {iglincii saatten sonra
belirginlestigini, 48-72 saatler arasi en iist diizeye ¢iktiktan sonra 7-10’uncu giinii takiben ¢ok
biliyiik oranda azaldigini ortaya koymaktadir. Klinik deneyim de laboratuar bulgularini
desteklemektedir (13,17,34,81).

Kafa travmasindan kisa siire sonra olugsmaya baslayan ve hizla ilerleyen beyin 6demi,
bir¢ok patolojik siirecin baslamasina neden olmaktadir. Bunlardan en dnemlilerinden biri de
hi¢ kuskusuz damarsal yapilarin baski ile daralarak hipooksijenasyona ve sonucgta anoksiye
neden olmasidir. Beyin travmaya maruz kaldiginda, serebral otoregiilasyon bozulmakta ve
kiiclik serebral arterler genislemekte, kapiller hidrostatik basing artisiyla kan plazmasi
interselliiler alana gecerek beyinde dolasim bozuklugu meydana gelmektedir. Dolayisiyla
travma sonrasinda ardi sira meydana gelen olaylar kismen iskemi tablosuna benzemektedir
(82).
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Intrasisternal, intratekal ya da intraventrikiiler yolla yapilan tedavi ¢abalarinm en
Oonemli avantaji, uygulanan ajanin diger tedavi segencklerinde oldugu gibi kan-beyin
bariyerini asamama olasiliginin ortadan kaldirilmasidir. Kafa travmalarinda her ne kadar kan
beyin bariyerinin biitiinliigli bozulmakta ve bu yolla bazi ajanlarin noral doku ile temasi
kolaylagsmaktaysa da genelde tedavi amagli c¢abalarin onemli bir kismi beyin endotelyal
hiicrelerinin sik1 bileskelerini (tight junctions) arabinose ya da mannitol gibi ajanlar
yardimiyla gegici bir siire i¢in agmaya yoneliktir. Bu yaklasim merkezi sinir sisteminin
kemoterapi uygulamalarinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (83).

Literatiirde mannitolun serbest radikal temizleyici ve gii¢lii antioksidan etkisini 6ne
siren yaymlar ¢ogunluktadir (84). Stratford (85) tarafindan intravendz tedavi sivilarmin
antioksidan giicleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada mannitol solusyonunun antioksidan
etkisinin olmadig1 one siiriilmiistiir. Bu sonug, mannitolun ROT tiiketimini gergeklestirdigi
ancak olusan radikalin ¢ok ve aktif olmasi nedeni ile oksidatif stresi arttirdigi seklinde
agiklanmustir (85).

Bugiine kadar hipertonik Dextran Salin (DS) soliisyonu uygulamasi, hemorajik soktan
kurtarma ile ilgili caligmalarla smirli tutulmustur. Sonuglar hastalarin bu tiir bir tedaviden
fayda gorebilecegine isaret etmesine ragmen, kafa travmali hastalar bu c¢alismalara onceleri
dahil edilmemislerdir (86). Bu ajanlarin KiB’ n1 diisiirdiigii, kafa travmali hayvanlar {izerinde
yapilan deneylerle dogrulanmustir.

Berger ve arkadaslar1 (4), fokal serebral lezyon ve intrakranyal kitleye bagl
intrakranyal hipertansiyonu diisiirmede hipertonik DS ile hipertonik mannitolii karsilastirmig
ve DS soliisyonunun mannitole goére daha yiiksek BPB (beyin perfiizyon basinci) sagladigmi
bildirmislerdir. Ayrica mannitol uygulandiktan sonra kisa siireli ve doza bagl arteryel
hipotansiyon ortaya ¢ikmustir (87). Mannitoliin diger dezavantajlar1 arasinda arteryel pO,’nin
diismesi, pCO,’in artmasi ve sistemik asidoz da sayilabilir. DS soliisyonu verildikten sonra
kan pH’indaki azalma mannitolden sonra gelisen asidoz kadar ciddi bulunmamistir.
Hematokritteki nisbi diistis her iki grupta da hemen hemen aynidir. Kandaki pO, ve pCO;
degerlerinde goriilen eszamanlh degisimlere bakarak akciger ventilasyon/perfiizyon oranini
etkileyen mekanizmalar1 mannitoliin aktive ettigi soylenmektedir. DS soliisyonu ile mannitol
deney kosullarnda KIB'm1 hemen hemen aym sekilde etkilemelerine ragmen, doku
dehidratasyonunun farklihigi KIB mi diisiiren mekanizmalarin farklihgini diisiindiirmektedir.
Mannitol travmatik hemisiferdeki beyin dokusunun su igerigini, DS ise kontralateral
hemisiferdeki dokunun su icerigini daha etkili bi¢imde diisiirmektedir. Ayrica deneysel

caligmalar hipertonik salinin mannitole kiyasla BPB’yi daha iyi diizelttigini gostermistir (87).
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Cilinkii hipertonik salinin Ortalama Arteryel Kan Basicini (OAKB) arttirma potansiyeli daha
fazladir. Halbuki mannitol OAKB’1 azaltir. Mannitol, multipl dozlardan sonra vazojenik
odemi agirlastiracak bicimde hasarli beyin dokusunda birikim yapabilir. Ayrica mannitol akut
renal yetersizlige, hiperkalemiye, hipotansiyona ve KiB’da rebound artislara neden
olabilmektedir. Berger ve arkadaslar1 (4), DS’nin, deneysel modelde artan KIBA’y1 mannitol
kadar etkili bir bicimde azalttigin1 bildirmiglerdir.

Muizelaar ve arkadaslar tarafindan (88), beyin 6demi ve artmis KiB’i baz alinarak DS
soliisyonu ile mannitol karsilagtirilmigtir. DS soliisyonu uygulandiktan sonra travmatize
hemisferde beyin &deminin, mannitol uygulamasina gore daha fazla azaldigmi ve KIB
kontroliiniin daha 1yi saglandigmni bildirmistir.

Eksikliklerine ragmen hipertonik DS soliisyonu hem hemorajik soka giren hastalarda
hem de ciddi kafa travmasina maruz kalan hastalarda daha sik kullanilmasi gereken bir tedavi
metodu olarak degerlendirilmelidir. Zira boyle bir tedaviyle kisa siirede yeterli
kardiyovaskiiler fonksiyon saglanip sekonder serebral iskemi 6nlenecektir. Ayrica bu tedavi,
hastalarin hastaneye giivenli bir bicimde naklini de saglayacaktir. Bu kaza mahallinde

hipertonik DS soliisyon inflizyonuyla resiisite edilen kafa travmali hastalarda gozlenen yiiksek

survi oranlarma iliskin klinik gozlemleri de desteklemektedir. Deneysel ve klinik tecriibeler,

bu tiir bir siv1 rejimi uygulamasinin kafa travmali hastalarda hemoraji ve beyin sismesine
neden olabilecegine iliskin goriisleri dogrulamamaktadir. Tam tersine KIB’mn DS soliisyonu
yardimiyla diisiiriilmesi, hastalarin kesin tedavileri yapilacak hastaneye ulasincaya kadar
stabil kalmalarina neden olmaktadir (4).

Serumda Na* diizeyi, deneysel kafa travma modelinde mannitol uygulandiktan sonra
hipertonik DS’ye gore daha fazla artmustir (4). Ozmolalite, hem hipertonik DS hem de
mannitolde asagi yukari ayn1 miktarda ylikselmistir. Ayrica hipertonik DS, idrar sodyum
konsantrasyonunu mannitole kiyasla 6nemli dl¢iide artirmistir. Bu durum, bolus hipertonik
soliisyon sonras1 sodyumun kandaki etkin akisina bagl olabilir. Hipertonik DS sonrasi
ortalama idrar ozmolalitesi ile mannitol sonrasi ortalama idrar ozmolalitesi arasinda belirgin
bir fark yoktur. Hipertonik DS sonrasi idrar ¢ikisi, mannitolden daha diistiktiir. Mannitol
diliretik oldugu i¢in bu dogal goriinse de hipertonik DS’nin daha az idrar ¢ikigiyla daha etkin
bir KiB diisiisii saglayabilmesi énemlidir.

Serbest radikaller, agirlikli olarak hiicresel solunum ve normal metobolizma sirasinda
ortaya ¢ikan ileri derecede reaktif molekiillerdir. Serbest radikallerin hiicresel iiretimi ile

hiicrelerin kendilerini bunlara kars1 koyabilme yetisi arasindaki dengesizlik oksidatif stres
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olarak adlandirilir. Bu olay, akut santral sinir sistemi hasarinin potansiyel olusturucularindan
biri olarak belirtilmektedir. Travma sonrast ROT {iretimi, bazen birka¢ degisik hiicresel
molekiiler yoldan doku hasar1 olusturacak sekilde asir1 miktarda artar. Olusan radikaller lipid,
protein ya da niikleik asit gibi belli baglh hiicresel bilesenlerde hasar olusturarak nekroz ya da
apoptosis yolu ile hiicre Oliimiine neden olurlar. Hasar, zayiflamis hiicresel antioksidan
savunma sistemlerine bagl olarak daha biiyiiyebilir. Akut beyin hasari, glutamat gibi bazi
eksitotoksik amino asit diizeylerini arttirarak ROT miktarinin fazlalagsmasma neden olur. Bu
olay, parankimal hasarim ilerlemesi sonucunu dogurur. Antioksidan tedavi teorik olarak doku
hasarinin ilerlemesini onler; hem yasam siiresinin uzamasimi, hem de norolojik iyilesmeyi
destekler. TBH’dan sonra GSSG olusumu ile diisen GSH diizeyleri apoptotik ndron Sliimii ile
iliskilendirilmistir. Travmadan sonra diisen GSH/GSSG orani sistemdeki oksidatif ve/veya
nitrozatif yiikiin gostergesidir. Endojen antioksidanlarin titkenmesiyle bir siire sonra savunma
cokebilmektedir. Calismamizda albumin, mannitol, %3 NaCl ve gliserin tedavi gruplarinda
GSH diizeyinde anlamli artis goriilmesi, bu hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin travmadan
sonra artan oksidatif ve/veya nitrozatif yiikten beyin dokusunu korudugu lehine
yorumlanmustir.

Travmanin ardindan baglayan ikincil hasar kaskadinda serbest oksijen radikallerinin
iretimindeki ciddi artisin oksidatif sonuglarindan bir tanesi hiicre membranindaki lipidlerin
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin herhangi bir radikale
dontlistimiinii tetikleyen temel mekanizma olup tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren bir
madde olan MDA’nin 6lgtimii ile degerlendirilir. Calismamizda kontrol grubuna gore,
albumin, mannitol, %3 NaCl ve gliserin tedavi gruplarinda MDA diizeylerinin diisiis trendi
gostermesi serebroventrikiiler yolla uygulanan hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin etkinligini
destekleyip, serbest oksijen radikallerinden beyin dokusunu korudugunu desteklemektedir.

Belirli sayida antioksidan maddenin hayvan modellerinde ve kiigiik boyutlu klinik
calismalarda etkinligi gosterilmisse de, bu bulgular kontrollu ve genis kapsaml ¢alismalarda
dogrulanamamustir. Halen tedavi agisindan olumlu ve olumsuz sonuclarin bir arada
bildirilmesinin pek ¢ok nedeni vardir. Antioksidan madde, hasara neden olan olay ile geri
doniisiimsiiz noronal hasarin olustugu donem arasindaki siirede uygulanabilmelidir. Tedavi
uygulamasi, oksidatif stres fizyolojisi ile uyumlu olmalidir. Bu 6nerme, isleme giren ROT,
olusum yeri ve hasarin agirligimi kapsar. Sistemik uygulamada antioksidanlar merkezi sinir
sisteminde belirli bir tedavi dozuna ulasabilmek icin kan beyin bariyerini de asmak
zorundadirlar. Caligmamizda, One siirlilen yontem ile kan beyin bariyerinin tedavideki

sinirlayict 6zelligi mekanik acidan asilmistir. Bu mekanik engel haricinde antioksidan
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uygulamanin, beyin koruyucu tedavi ag¢isindan basarisiz kalmasina neden olabilecek
gerekeeler arasinda kisa tedavi araligi, uygulanan dozun yetersiz olmasi, hedef bolgeye ulasan
doz miktarinim azhigi, ila¢ mekanizmalarinda ve es zamanli fizyopatolojik siire¢lerdeki
uyumsuzluk sayilabilir. Degisik antioksidanlarin niikleik asitleri, proteinleri ve lipidleri
serbest radikal hasarindan koruyucu farkl etkileri vardir. Ayrica bazi yapilar, 6zgiin hiicre i¢i
organellerde konumlanmis olabilir. Bu agidan antioksidan bilesimleri ya da antioksidanla
birlestirilmis kalsiyum antagonistleri, glutamat antagonistleri ya da apoptotik ajanlar gibi
bilesimler daha basarili sinerjist etki gdsterebilirler. Travmatik beyin hasarindaki patolojik
diizeneklerin daha iyi anlasilmasi, ila¢ uygulamalari i¢in daha kesin hedefler belirleyecektir.
Gelistirilmis antioksidan kurammin basarisi; 6zgiin zararl serbest radikalin tanimlanmasi,
hedef dokuya yeterli ulasim, doz ve zaman araliklarinin iyi belirlenmesine baghdir (83,89-
93).

VEGF, NO sentezini ve salmimini uyararak damar gecirgenligi arttirrr. Beyin
hasarindan sonra akut donemde VEGF inhibisyonunun KBB gecirgenligini azalttigi
gosterilmistir (105). Yapilan caligmalarda, serebellumda hipoksiye yanit olarak VEGF ve NO
diizeylerinde artis oldugu, deneysel travmatik beyin hasarinda VEGF ve reseptorlerinin
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (94,95).

Normal metabolizma sirasinda L-arjininden NOS tarafindan sentezlenen NO
molekiilii, beyinde KBB’nin islevlerinde gorevli iyonlarin ve diger molekiillerin transportunu
diizenleyerek bircok biyolojik mekanizmada rol alir. Ancak, TBH’dan sonra 06zellikle
kalsiyumdan bagimsiz bir form olan iNOS’un sentezledigi NO zararl etkilere sahiptir. NO,
KBB’nin gegirgenligini arttirarak ikincil beyin hasarina ve vazojenik 6deme katkida bulunur.
Vazodilatasyon ve kan akiminin artmasina yol a¢gmasmin yaninda, eNOS’un VEGF’in
uyardig1 vaskiiler gecirgenlikte onemli rol aldigi ileri siiriilmiistiir (96).

Terpolilli ve ark. tarafindan yapilan bir calismada TBH’dan sonra, yeni bir NOS
inhibitorii olan 4-amino-tetrahydro-L-biopterine verilmesinin iNOS olusumunu engelledigi
beyin 6demi olusumunda ve uzun donem norolojik disfonksiyonda belirgin azalma sagladigi
gbzlenmistir (97).

TBH’da, NO’nun siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek olduk¢a reaktif
nitratlayici tiirler olan (Peroksinitrit) ONOO-’leri olusturdugu ve ONOO-’lerin de 6liimciil
hiicresel siirecler olan aminoasitlerin aromatik halkalarinin  nitratlanmasma, lipid
peroksidasyonuna ve DNA kirilmalarina neden oldugu bilinmektedir (98-100). Calismamizda
TBH’da, belirli tedavi gruplarinda tedavinin NO diizeylerini diisiirmesi serebroventrikiiler

yolla verilen hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin beyin dokusunu oksidatif stresten
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korudugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle %3 NaCl ile yapilan serebroventrikiiler tedavide bu
sonucun alinmasi timit vericidir.

Cesitli immiin ve immiin olmayan hiicrelerden sistemik ve intratekal iiretilen
sitokinler, periferden hematojen hiicrelerin takviyesi, serebrovaskiiler gecirgenligin artmasi ve
MSS’deki kalict hiicrelerin aktivasyonunun devam etmesi ile ndroinflamasyona aracilik
ederler (101). Bu mediatorler yalnizca noroinflamatuar yanitin yayilmasindan sorumlu degil
aynt zamanda onun varligimin bir gostergesidir. Sitokinler hasarla es anlamli degildir.
Noroprotektif ve nérotrofik etkileri gosterilmis olmakla beraber sinir gelisimi ve normal MSS
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olduklar1 da 1yi bilinmektedir (102).

TBH, son yillarda MSS’nin ndroinflamatuar bir hastaligi olarak degerlendirilmektedir.
Beyinde erken inflamasyonun gostergeleri aktive mikroglialari, nétrofillerin ve 6demin
bulunmasidir (103).

TBH’da salinimi artan, ¢esitli immiin ve immiin olmayan hiicrelerden sistemik ve
intratekal iiretilen ve noroinflamasyona aracilik eden sitokinler ndroinflamatuar yanitin
varhiginin bir gostergesidir (101).

Deneysel diffiiz beyin hasar modellerinde, beyin dokusunda ekspresyon olmadan 24
saat icinde proinflamatuar bir sitokin olan TNF-o’nin hasar alanini infiltre ettigi ve serumda
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (104).

Travmaya maruz kalan hastalarda doku zedelenmesi, iskemi ve hemorajiye kars1 akut
fizyolojik bir yanit olarak, genellikle ilk saatlerden itibaren inflamatuar olaylar ortaya ¢ikar.
Sitokinler ve diger endojen mediatorlerin sentezini ve karmasik bir etkilesimini i¢eren olaylar
zinciri dogal iyilesme siirecini saglamaya yoneliktir. Inflamatuar yanitin asir1 olmasi
organizma aleyhine olup, sistemik inflamatuar yanit sendromu ve multipl organ
disfonksiyonu sendromu ile sonuglanabilir. Travmaya sekonder ortaya ¢ikan inflamatuar
yanitta primer roli IL -1, IL-6 ve TNF-a oynar (105). Akut inflamasyonun ortaya
cikmasindaki en biiyiik etken yaralanma bdlgesindeki damarsal yanittir. Yaralanmadan hemen
sonra kisa siiren bir vazokonstriiksiyon ve ardindan arterioler vazodilatasyon olusur. Bu da
kapiller yataga daha fazla kan gelerek konjesyona ve takiben damar gecirgenliginde artiga
sebep olur. Lezyon bolgesine inflamatuar hiicre infiltrasyonu, polimorfoniikleer 16kositlerin
(PMNL) lezyon bolgesini birkag saat i¢inde infiltre etmesiyle baslar ve travmanin ilk giiniinde
en yiiksek seviyeye ulasir. Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyaranlara
kars1 cevap olarak Ozel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranigini
etkilerler. Sitokinler immun ve inflamatuvar cevabin etkin mekanizmalarmin ¢oguna

katilirlar. IL-1pB, IL-6 gibi sitokinler, proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar
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degisikliklerin olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitinin
ortaya ¢ikmasinda rol alirlar. IL-6, akut faz cevabin asil olusturucusudur ve IL-1 ve TNF ile
ortak olarak, atesi olusturan bir endojen pirojen sifatiyla 6nemli rol oynar. Gram negatif
bakteriyel infeksiyon ve inflamatuar reaksiyonlardan sonra dolagimdaki seviyeleri artmis
bulunmustur (106). interlokin 1 (IL-1)’in zararhi etkileri, fokal hasarda mikroglialardan,
diffiiz hasarda ndronlar ve travmanin erken donemlerinde aciga ¢ikan reaktif astrositlerden
eksprese edilen IL—1 reseptorii (IL-1R) araciligi ile belirlenir (107,108). IL—1’den
kaynaklanan hasar, yalniz sitokinin kendisine bagli olmayip daha ¢ok TNF-a, siklooksijenaz—
2, fosfolipaz A2 ve prostoglandinleri i¢eren diger proinflamatuar sitokinleri aktive etmesi,
onlarla sinerjistik etki gostermesi ve glutamat aracili eksitotoksisiteyi artirmasina baglidir.

TBH’da IL—-1 baslica proinflamatuar ve norotoksik molekiil olsa da astrositlerdeki
noron bityliime faktoriinii uyarmasi ile ndroprotektif 6zellige de sahiptir (109). IL-1 ile devam
eden noroinflamasyonun kotii prognoz ile iliskili oldugu deneysel olarak gosterilmistir. TBH
olan hastalardan serebrospinal sivilarinda yiiksek IL—1 diizeylerine sahip olanlarda GKS daha
diisiik bulunmustur (110). TNF-a’nin, IL-1 gibi, TBH c¢alismalarinda sadece proinflamatuar
bir sitokin oldugu diistiniiliirken, son yillarda olas1 noroprotektif 6zellikleri ortaya ¢ikmaya
baslamigtir. TNF-o’nin mikroglialarin iiretimini ve hipertrofiye olmalarini arttirdigi, bu
hiicresel kaynaklardan parakrin etki ile kendi {iretimini fazlalastirdig1 bilinmektedir. Ayrica
ozellikle diffiiz hasarda periferik dolagimdan 16kosit toplanmasini, KBB’nin bozulmasina yol
acan proteolitik enzimlerin salinimmi ve astrositik yeniden yapilanmanin ve ndronal
rejenerasyonun inhibisyonunu destekler (111).

Fokal hasar modelleri, TNF-a’nin proinflamatuar sitokin mediatorii olarak etkilerinin
yayilan Ozelligini gdstermektedir. Ornegin TNF-o. ekspresyonu fokal hasarli farede
kontralateral korteks ve hipokampusta artmis olarak bulunmustur; kontrollii kortikal ¢arpma
modellerinde ise beyin 6demi en iist diizeye ¢ikmadan 6nce en yiiksek seviyede saptanmistir.
Buna karsilik diffiiz hasar modellerinde yapilan caligmalar beyin dokusunda ekspresyon
olmadan 24 saat i¢inde serum TNF-a diizeylerinin arttigin1 gostermistir. Bu da diffiiz hasarin
cok farkli immiin yanitlara neden oldugu tartigmasina yol agmaktadir (104).

Sitokinler, hematopoietik sistemin de iginde bulundugu, hedef hiicrelerin etkinliklerini
degistiren veya diizenleyen protein ve/veya glikoprotein yapili immiinomodiilatorlerdir.
Hedef hiicrelerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara baglanarak etki ederler. Baglanma ile
baslayan sinyal transdiiksiyonu ve ikinci haberci iletimi, gen aktivasyonu, mitotik bdliinme,
biiyiime ve farklilagsma, migrasyon veya apoptozise neden olur. Calismalar polimorfik

yapilarin, hematolojik habasetlerin sonuglarmi ve mortalite oranlarmi etkiledigini
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gdstermistir. In vitro calismalar, mitojenle uyarilmis immun sistem hiicrelerinin sitokin
iiretimlerinde bireysel farkliliklar oldugunu gostermistir (113).

Beyindeki bir¢ok hiicre (mikroglia, astrosit, endotel hiicresi, ndronlar) sitokin
salgilayabilir. Kan-beyin engelini gegen sitokin olusturma ve salgilama yetenekleri olan
periferik kokenli mononiikleer fagositler, T-lenfositler, dogal oldiiriici hiicreler (NK) ve
polimorfontikleer hiicreler beyin inflamasyon ve gliozisine katkida bulunabilir. Enfeksiyon ve
hipoksinin olusturdugu sitokin yaniti, beyindeki zedelenmede belirleyici olmaktadir.
Sitokinler, NO, serbest oksijen radikalleri, benzer 6zellikteki diger ajanlar ndronal ve glial
gelismeyi etkileyebilir. 1L-6 ve TNF-o’nin kuvvetli prokoagulan, trombojenik ve
vazokonstriiktor etkileri nedeniyle eriskinlerde enfarktus ve inme (stroke) nedeni olduklari
bilinmektedir. Sitokin kaynakli hipotansiyon da beyin harabiyetinde etkili olabilir. Interlokin-
1 diisiik konsantrasyonlarda noroprotektif etkilidir. Asir1 tiretildigi durumda norodejenerasyon
etkisinde kalan ratlarmn kortekslerinde, kontrol grubuna gore sitokin diizeylerinin anlamli
derecede arttig1 goriilmiistiir. Kortekste bakilan sitokin diizeyleri ile iligkili olarak ratlarin
kanlarinda da sitokin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (114-116).

Arand ve ark. (117) 72 multipl travmali ve 22 izole kafa travmali hastada serum TNF-
o, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 diizeylerini travma sonrasi ardisik olarak degisik siirelerde
incelemisler ve TNF-a, IL-1, IL-8 diizeylerini travmanin higbir doneminde yiiksek olarak
saptamamiglardir.

TBH sonrasi baglayan ve devam eden kanama, 6dem, néroeksitotoksinlerin birikimi ve
biyokimyasal degisiklikler inflamasyonun MSS iizerindeki esas etkilerini belirlemede
zorluklar yaratmaktadir. Diffliz hasarin ¢ok farkli immiin yanitlara neden oldugu tartigmasina
yol agmaktadir (104).

Bizim ¢alismamizda da TNF—a ’nin tiim tedavi gruplarinda artma egilimi gosterdigi,
IL-18’nin ise tiim tedavi gruplarinda distik kaldigr gorilmistiir. Bu da inflamatuar
sitokinlerin doku hasar1 esnasinda akut ve kronik inflamatuar siireglerde rol aldigini ve farkli

immiin yanitlara neden oldugu tartismasini dogrulamaktadir.
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8. SONUC

TBH ‘nin tedavisinde fizyolojik yonden uyumlu bir maddenin kullanilmas1 organizma
ici dengelerin korunmasi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu nedenle calismamizda
organizmada degisik endikasyonlarda kullanima uygun olan fizyolojik uyumlu maddeler
kullanilmustir. Intrasisternal, intratekal ya da intraserebroventrikiiler yolla yapilan tedavi
cabalarinin en 6nemli avantaji, uygulanan ajanin diger tedavi seceneklerinde oldugu gibi kan
beyin bariyerini asamama olasiliginin ortadan kaldirilmasidir.

Calismamizda onkoterapotik/osmoterap6tik 6zellikleri olan ajanlar se¢ilmis olup TBH
da serebroventrikiiler olarak uygulanmis ve néral NO, MDA, GSH, IL-1p ve TNF-a
diizeylerindeki sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismada oOlgiilen tedavi gruplarinda néral NO
diizeylerinde istatistiksel bir anlami1 olmamakla birlikte diisiis goriilmesi, GSH diizeylerinde
de istatistiksel olarak anlamli fark saptanmasi (P<0.001) bu tedavilerin beyin dokusu tizerinde
olumlu koruyucu etkileri oldugu Ilehine yorumlanabilir. Tedavi gruplarinda MDA
diizeylerinde istatistiksel anlamlilikta diisiis gosterilmese de gruplar arasi farkliliklarda diistis
egilimi dikkati ¢ekmistir. Bu erken donem sonuglarin, deneklerin daha ge¢ donemde sakrifiye
edilmesi durumunda daha belirgin hale gelmesi olasidir.

Calismamizda, TBH’inda proinflamatuar nitelikteki iki sitokin TNF-o ve IL-1fB
diizeyleri beyin dokusunda arastirilmis olup tedavi etkinliginin gostergesi olarak IL-1B’nin
tiim gruplarda hem istatistiksel (P=0.001) hem de biyokimyasal 6l¢iim olarak anlamli diisiis
saptanmistir. 1L-1B diizeyindeki ciddi diisiislerden hareketle tedavi gruplarinda kullanilan
hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin inflamasyon siirecini engelleme yOniinde katkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz bazi hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin antioksidan
etkilerinin ve beyin dokusu iizerinde koruyucu etkilerinin gdsterilmis olmasi ile gliniimiizdeki
tedavi yontemlerine ek destekler ya da segenekler saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sonuglar daha genis gruplar ve uygun doz-zaman araliklar1 ile yapilacak tedavi arayislarina

151k tutacaktir.
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9. OZET

RATLARDA  STEREOTAKTIK  SEREBROVENTRIKULER  YONTEMLE
UYGULANAN ALBUMIN, MANNITOL, HIPERTONIiK SODYUM KLORUR,
GLISERIN VE DEKSTRANIN DENEYSEL BEYIN ODEMINE ETKILERININ
KARSILASTIRMALI DEGERLENDIRILMESI

Amag¢: Deneysel kafa travmasi olusturulan ratlarda gelisen beyin 6demi ve hasara karsi
serebroventrikiiler olarak uygulanan albumin, mannitol, hipertonik NacCl, gliserin ve dekstran
gibi hiperonkotik/hiperosmotik ajanlarin 6demli dokudaki etkilerinin karsilastirmal
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Metod: Calismada agirliklar1 200-250 g arasinda degisen 54 adet Spraque-
Dawley cinsi disi si¢an kullanildi. Her biri 9 adet sican igeren 6 deney grubu olusturuldu.
Biitiin siganlara kafa travmasi olusturuldu ve tedavi gruplarina ilaglar travmadan sonra 2
mikrolitre dozunda 6’inc1, 12’inci ve 24’ilincl saatlerde stereotaktik olarak serebroventrikiiler
yolla verildi. Travmadan 48 saat sonra si¢anlar sakrifiye edilerek beyin dokular1 hasarsiz
olarak c¢ikarildi. Travma uygulanan sol hemisferden GSH, NO, MDA, TNF-a ve IL-1B
analizleri yapildi.

Bulgular: Kontrol grubuna gore, albumin, mannitol, %3 NaCl ve gliserin tedavi gruplarinda
GSH diizeyinin ileri derecede arttigi, beyin 6deminin ve lipid peroksidasyonun son tiriinii olan
MDA’nin degisik oranlarda azaldigi goriildii. Ayrica %3 NaCl tedavi grubunda NO diizeyinin
de diistiigii saptandi. Travmanin proinflamatuar nitelikteki iki sitokini olan TNF-a ve IL-1p
analizinde; IL-1p’nin tiim tedavi gruplarinda anlamli oranda diistiigii, TNF-o diizeylerinde ise
anlamli fark bulunmadigi belirlendi.

Sonu¢: Bu c¢alismada, kafa travmasi olusturulan si¢anlarda gelisen beyin 6deminin ve
oksidatif ~ stresin  neden  oldugu  sekonder  beyin  hasarinin  tedavisinde
hiperonkotik/hiperosmotik  ajanlarin  giiniimiizdeki tedavi yoOntemlerine segenekler
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kafa travmasi, Albumin, Mannitol, NaCl, Gliserin, Dekstran.
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10. SUMMARY

THE COMPARATIVE EVALUATION OF THE EFFECTS OF
CEREBROVENTRICULAR ADMINISTRATION OF ALBUMIN, MANNITOL,
HYPERTONIC SODIUM CHLORIDE GLYCERINE AND DEXTRANE ON
EXPERIMENTAL BRAIN EDEMA

Scope: The aim of this study is the comparative evaluation of some hyperoncotic agents
which are administered by stereotactic cerebroventricular means after experimental brain
edema.

Material and Method: A total of six groups of rat — five experimental and one control — in
similar conditions were used in the study. Standard brain trauma was obtained by means of
weight drop method. In therapy groups, 2 microliters of therapeutic agent was administered
6, 12, and 24 hours after neurotrauma by cerebroventricular stereotactic route. The rats were
sacrificed after 48 hours and brain tissue was extracted without extra damage. GSH, NO,
MDA, TNF-alpha, and IL-1-beta analyses were performed on traumatic left hemispheres.
Results: GSH levels on all therapy groups excluding the dextrane group showed a statistically
significant increase compared to the control group. MDA and NO levels had different ratios
of decrease which showed a trend but no statistical significance. IL-1-beta had a significant
decrease on therapy groups, but TNF-alpha analysis revealed no difference among control and
treatment.

Conclusion: The results of the study showed that brain edema and secondary brain injury due
to oxidative stres may be decreased by the use of some hyperoncotic/hyperosmotic agents in
experimental basis. Further studies with these agents may be promising.

Key Words: Head trauma, Albumin, Mannitol, NaCl, Glycerine, Dextrane.
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