T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
ADLI TIP ANABILIM DALI

TEKRARLANAN TRAVMATIK BEYIN HASARI
VE
ERKEN DONEM APOPTOZ SURECI

Dr. Mehmet Ali MALKOC

Tez Damismani

Prof. Dr. Nadir ARICAN

UZMANLIK TEZI

ISTANBUL
2014






T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
ADLI TIP ANABILIM DALI

TEKRARLANAN TRAVMATIK BEYIN HASARI
VE
ERKEN DONEM APOPTOZ SURECI

Dr. Mehmet Ali MALKOC

Tez Damismani

Prof. Dr. Nadir ARICAN

UZMANLIK TEZi

ISTANBUL
2014



TESEKKUR

Saglikli ve bagimsiz bir diisiince yapisiyla derin bir bilgi birikimine sahip olduguna inandigim; benim
gbziimde otoriteden ¢ok uzak bir 6gretmen ve “iistat” olan I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dal
Baskan1 ve ayn1 zamanda tez danisman hocam Prof. Dr. Nadir Arican’a,

Kiirsiimiizdeki hocalar1 ve biz yeni nesilleri yetistiren, ¢alisma azmine hayran oldugum hocalarin hocasi,
uluslararasi boyutta bir akademisyen olan Prof. Dr. Sebnem Korur Fincanci’ya,

Her zaman guler yuzi ile gevresine pozitif enerji dagitan, bir giin olsun sinirlendigini gormedigim ve
kendisinden ¢ok sey 6grendigim Prof. Dr. Sevki Sézen’e,

Yaptigimiz hatalar1 dahi savunmamiz ve karakterli davranmamiz gerektigini diisiinen ve gizgisinden bir
giin olsun 6diin vermedigine sahit oldugum Prof. Dr. Nevzat Alkan’a,

1.U. Adli Tip Enstitiisii Miidiirii oldugu icin kendisi ile fazla bir klinik deneyim yasayamadigim ancak
deneysel calismalara baslarken bilgisinden oldukga faydalandigim Prof. Dr. imdat Elmas’a,

Uzun bir donem Adli Tip Kurumu Bagkanligi gorevini iistlendigi i¢in sadece son bir yil beraber
calisigimiz, deneyim ve bilgilerini bizlerle paylasan Prof. Dr. Haluk Ince’ye,

Adli Tip Anabilim Dali’'mizda ¢alisan ve ruhsal travma konusunda bilgi ve tecriibelerinden
faydalandigimiz Klinik Psikolog Dog. Dr. Ufuk Sezgin’e,

Asistanligimiz boyunca birlikte ¢alistigimiz Uzm. Dr. Birgiil Tiiziin, Uzm. Dr. Ciineyt Destan Cenger,
Uzm. Dr. Atiye S6zen’e,

Calisma arkadaslarim, canlarim, dostlarim; 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali’nin
lokomotifleri oldugunu diisiindiigiim Dr. Eren¢ Dokudan, Dr. Burcu Zengin, Dr. Zuhal Uzunyayla, Dr. Mustafa
Goktepe, Dr. Muhammed Er ve Dr. Bilgin Payze’ye; Psikolog arkadaslarimiz Merve Cakiroglu, Burcu Bugu ve
Birgiil Haznedaroglu’na,

Tez danigman hocam ile adli tip anabilim dali laboratuarinda deneysel ¢alismalar yapan; kendisini ilme,
bilime, aragtirmaya adamus, benim goziimde sabir timsali, I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Ogretim tiyesi Prof. Dr. Mehmet Kaya’ya,

Laboratuarda birlikte calistigimiz dostum, sirdasim, caligkanligini her zaman takdir ettigim, iizgiin
anlarimda ylizimii giildiiren, deneyleri birlikte yaptigimiz DETAE Sinirbilim Anabilim Dali’min degerli taze
hocasi Dr. Nurcan Orhan’a, birlikte ¢ok vakit gegirdigimiz ve deneylerde yardimlarini eksik etmeyen Ars. GOr.
Canan Ugur Yilmaz’a,

Calismamza verdikleri destekler igin; 1.U. Istanbul T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Biilent Ahishali ve onun degerli 6grencileri Dr. Siimeyye Ozyaman ve Dr. Hiiseyin

Umit Ozdemir ‘e, Patoloji Anabilim Dali’nin ok degerli ve giiler yiizlii hocasi Prof. Dr. Bilge Bilgic’e,

Onlarla birlikte ¢ok kiymetli bilgi ve tecriibeler edindigim, Adli Tip Uzmanlar Dernegi ¢atisi altinda
tamdigim Prof. Dr. Umit Biger basta olmak {izere tiim adli tip uzman ve hocalarma ¢ok tesekkiir ederim.

Tezimi, beraber oldugumuz giinden beri beni her zaman anlayan, bana her konuda destek olan biricik
esim Ezgi Malkog ve biricik evladimiz Eren Ali Malkog’a ithaf etmek isterim.

Bu ¢alisma, 1.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje No: 41052



ICINDEKILER

TESEKKUR.....ooiiii e, I
ICINDEKILER . ... ottt 11
SEKILER LISTES. ..o e Y
RESIMLER LISTESI.....ooiiiiii e, \Y%
GRAFIK VE TABLOLAR LISTESI......cooouiiiiiiii e, VI

L.GIRISVE AMAG ... ..o e e e e 3
2.1. Travmatik Beyin Hasari............oooiiiiii e e 6
2.1.1. EPIdemiYOlOfi.. .. e e e e e e D

2.1.2. Cocuklarda Travmatik Beyin Hasari.............ccccoeiiie e vviiinieecesieesieenn 1

2.1.3. Travma Siddeti ve Travmatik Beyin Hasar1 iliskisi...............cccccevenrvnnne, 8
2.1.4.Kafa Travmasinin FizyopatolofiSi........c.ooovuiieiiiiiiiiiiiei e 10

2.2, APOPLOZ. . et e e e s 12
2.2.1. APOPLOLIK SUMEC. ... et ee e e e e et e e e e e e e e, 13

2.2.2. Apoptozun Regllasyonu..........ccouviieiieiieiecie e eree e 16

2.3. Travmatik Beyin Hasar1 ve Apoptoz IlisKisi.............uveveiiiinieeeeiininsieeiiins 17
2.3.1. Travmatik Beyin Hasar1 Klinigi’nde Apoptoz...........ccoevvviiiiinininnnnnnn. 18
2.3.2. Adli Tibbi A¢idan Travmatik Beyin Hasarinda Apoptoz...................... 19
2.3.3. Travmatik Beyin Hasar1, Apoptoz ve Epileptogenez iliskisi.................. 21

3. GEREC VE YONTEMLER. ...ttt it et et e e e e e, 22
3.1, DENEY GrUPIAIL. .ottt ettt et et e e e e e e 22
3.2. Kafa Travmast Modeli....... ..o e e 22
3.3. Diisiik Doz Pentilentetrazol Uygulamasi.............cccoovvieiii i iiiiiiiiieice e, 23
3.4. Nobet Aktivitesinin Degerlendirilmesi................cooviiiiiiii e 23
3.5. Beyin DOKU FIKSaSYONU. .. .......iuie it e e e e e e e e 23
3.6. Hematoksilen Eozin Boyama ile Morfolojik Inceleme................ccccoceeeeeenennn 23
3.7. Immunhistokimyasal YONtEmMIET............c.cvevevevevereeeeeeeieeseeieeeeesesse e eeses e, 23
3.7.1. TUNEL Immunbhistokimyasal BOYama...................ccoeeunnirmmmieieerennn, 23

3.7.2. Kaspaz-3, Bcl-2, GFAP ve c-fos immunhistokimyasal Boyama...............24



3.8. GEN EKSPIESYONU. .. ettt et e e e e et e e e e e e e e 25

3.8.1. Total RNA IZ0laSyonu..........couviuniieiiiiiie e e, 25
3.8.2. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi..........c..coviiiiiiiiininnn, 25
3.8.3. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu..............ccocoovveiiiiinnne 26
3.8.4. Istatistiksel Degerlendirme ............oeceeieeieeiii e e, 26

A BULGUL AR ... e e e e e e e e e e e e 27
4.1. Nobet Aktivitesinin Degerlendirilmesi..............ooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
4.2. Hematoksilen Eozin Boyama ile Morfolojik Degerlendirme................ccevvnenee. 27
4.3. Immunhistokimyasal Degerlendirme.............ccoovveiiiiiiiiii i e, 28
4.3.1. TUNEL immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi................ 28
4.3.2. Kaspaz-3 immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi............. 30
4.3.3. Bcl-2 Immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi.................. 32
4.3.4. GFAP Immunhistokimyasal Boyanmamin Degerlendirilmesi................. 34
4.3.5. c-fos Immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi.................. 36

4.4. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi................ccccoiviiiiiiiniennn. 38

4.4.1. Kaspaz-3 Gen Ekspresyon Duzeylerinin Degerlendirilmesi.................. 38

4.4.2. Bcl-2 Gen Ekspresyon Duzeylerinin Degerlendirilmesi........................ 39
5. TARTISMA . ... e e e e e e e e e 40
6. SONUC VE ONERILER.......ciuuiiiiit it et 48
[ N A S 50
OZ G E OIS .ot 63
KATILDIGI KONGRE, SEMPOZYUM, EGITIM VE CALISMALAR........................ 64



SEKILLER LISTESI

Sekil 1: Kapali kafa travmasinin sematik gosterimi (Hickey JV. 2014)............cccevvvnennn 10
Sekil 2: Morfolojik olarak nekroz ve apoptozun sematik karsilastirilmasi: (Borgens ve Liu-
SNYAEE, 2002 ... e et e e e e e e e s 12
Sekil 3: Apoptoz mekanizmasi (Bayir ve Kagan. 2008)...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 13
Sekil 4: Apoptotik surecte Fas-FasL etkilesimi (Zhao ve ark. 2009)..........c.ccovviiniiennnnns 14
Sekil 5: CAD bagimli apoptotik DNA fragmentasyonu (Nagata, 2000).............ccceviveiennn. 15
Sekil 6: Mitokondri membran gegirgenligi (MMG) (Hagberg ve ark. 2009)........................16
Sekil 7: Travmatik beyin hasari patogenezi (Kurul ve Giilmez. 2007)...........c.ccevviniiienne 17
Sekil 8: Istemi, TBH ve ndbetin Bel-2 ailesi (izerine etkisi (Engel ve ark. 2011)................ 21
Sekil 9: Kafa Travmast Modeli....... ..o e 22
Sekil 10: Kaspaz-3 gen ekspresyon amplifikasyon ve standart egrileri.............c.ooevuvenen. 38
Sekil 11: Bcl-2 gen ekspresyon amplifikasyon ve standart egrileri...............cccccevvuiiennnnn, 39



RESIMLER LISTESI

Resim 1: Deney gruplarina ait beyin kesitlerinin korteks bolgelerinde H&E boyama (4X)...27
Resim 2: Beyin korteks bolgelerinde TUNEL immun boyanma gérntileri (100X)............ 28
Resim 3: Beyin hipokampus bolgelerinde TUNEL immun boyanma goruntuleri (100X).....29
Resim 4: Beyin korteks bolgelerinde kaspaz-3 immun boyanma gorintileri (100X).......... 30
Resim 5: Beyin hipokampus boélgelerinde kaspaz-3 immun boyanma goértntuleri (100X)....31
Resim 6: Beyin korteks bolgelerinde Bcl-2 immun boyanma goruntuleri (100X).............. 32
Resim 7: Beyin hipokampus bolgelerinde Bcl-2 immun boyanma gérintuleri (100X)........ 33
Resim 8: Beyin korteks bolgelerinde GFAP immun boyanma goruntileri (100X)............. 34
Resim 9: Beyin hipokampus boélgelerinde GFAP immun boyanma goruntuleri (100X)....... 35
Resim 10: Beyin korteks bolgelerinde c-fos immun boyanma gérintaleri (100X).............. 36
Resim 11: Beyin hipokampus bolgelerinde c-fos immun boyanma gorintdleri (40X)......... 37



GRAFIK VE TABLOLAR LiSTESI

Grafik 1: Deney gruplarina ait kaspaz-3 gen ekspresyon duzeyleri................cooevennnnn. 38
Grafik 2: Deney gruplarina ait Bcl-2 gen ekspresyon dizeyleri.........ccoovvvvveieiiinnnnns 39
Tablo 1: Deney gruplarina ait TUNEL immunboyanma siddeti.......................oooininn.. 29
Tablo 2: Deney gruplarina ait kaspaz-3 immunboyanma siddeti.................................. 31
Tablo 3: Deney gruplarina ait Bel-2 immunboyanma siddeti..............oooeviiiiiiiin.... 33
Tablo 4: Deney gruplarina ait GFAP immunboyanma giddeti................cocooiiiiiiinnnnns 35
Tablo 5: Deney gruplarina ait c-fos immunboyanma siddeti.................cccooeviiiiiiininn... 37

Vi



OZET

Amaglar: Tekrarlanan Travmatik Beyin Hasari (T-TBH) sonrasi beyin korteks ve
hipokampus bolgelerinde meydana gelen apoptotik hiicre 6liimlerinin arastirilmasi, TBH’ya

sekonder nobetler ile apoptoz iliskisinin aydinlatilmas1 amag¢lanmaktadir.

Gereg ve yontemler: Caligmada 28 gunluk Sprague Dawley yavru siganlar kullanildu.
Sham, T-TBH, diisiik doz Pentilentetrazol (dd-PTZ) ve T-TBH+dd-PTZ gruplari olusturuldu.
T-TBH sonrasi diistik doz PTZ ile siganlarda nobet gelisip gelismedigi degerlendirildi. Tim
gruplarin beyin kesitlerinde Hematoksilen Eozin boyama ile birlikte; TUNEL, kaspaz-3, Bcl-
2, GFAP ve c-fos immunhistokimyasal boyamalar yapildi. Beyin korteks bolgeleri izole
edilerek Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile kaspaz-3 ve Bcl-2 gen
ekspresyon diizeyleri tayin edildi. Immunhistokimyasal boyanmalar yar1 kantitatif olarak
degerlendirilerek gruplar aras1 karsilagtirma yapildi. Gen ekspresyon diizeyleri SPSS 21

programu ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Yavru siganlarda normalde nobetlere sebep olmayan dd-PTZ sonrasi
Racine Skorlamasina gore ortalama 3.3 degerinde nébetler gozlendi. T-TBH ve dd-PTZ
uygulamasi sonrasinda alinan beyin kesitlerinde TUNEL, kaspaz-3 ve Bcl-2
immunreaktivitesinin arttigi; kaspaz-3 ve Bcl-2 gen ekspresyon diizeylerinin sham grubuna
gore anlamli diizeyde yiikseldigi belirlendi. T-TBH sonrasi beyin korteks ve hipokampusta
apoptotik hiicre oliimlerinin meydana geldigi ve dokuda apoptoza cevap olarak Bcl-2
tretiminin yiikseldigi tespit edildi. T-TBH+dd-PTZ grubunda ise paradoksal olarak hem
immunreaktivitelerde hem de gen ekspresyon diizeylerinde azalma meydana geldi. GFAP ve
c-fos immunreaktivitesi degerlendirildiginde sham grubuna goére diger tiim gruplarda
boyanmanin arttigi, hipokampus bolgesindeki noronlarin travmaya ve travma sonrasi
nobetlere daha hassas oldugu tespit edildi. Hem korteks hem de hipokampus bdlgelerinde

travmaya sekonder olarak astrosit ve ndronal hiicre aktivasyonun arttig1 tespit edildi.

Sonug: T-TBH yavru siganlarda nobet esigini diisiirmekte; beynin korteks ve

hipokampus bolgelerinde apoptotik hiicre 6liimlerine sebep olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Bcl-2, kaspaz-3, travmatik beyin hasari, nfbet, PTZ,
TUNEL



ABSTRACT

AIMS: This study aims to research the apoptotic cell death that occurs in brain cortex
and hippocampus region following repetitive traumatic brain injuries (R-TBI) and to brighten

the relationship between secondary seizure after TBI and apoptosis.

Materials and Methods: Sprague Dawley 28 daily young rats are used in this study.
The groups of Sham, R-TBI, low concentration pentylenetetrazole (Ic-PTZ) and R-TBI+lc-
PTZ are formed. Whether convulsion occurs or not on rat low concentrated PTZ post R-TBI
is evaluated. The staining of hematoxylene and eosin as well as TUNNEL, caspase-3, Bcl-2,
GFAP and c-fos immunohistochemistry staining are applied. After the extraction of brain
cortex region, Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), Caspase-3 and Bcl-2 gene
expression levels are detected. Immunohistochemistry stainings are compared as semi-
quantitative evaluating between the groups. Gene expression levels are analyzed with the
SPSS21 statistical programme.

Findings: According to Racine scores young rats are observed the average 3.3 which
normally not causative for convulsion in post Ic-PZT. On the brain sections that are gotten
after the application of R-TBI and Ic-PTZ, the increase of TUNNEL, caspase-3, Bcl-2
immunoreactivity and also observed the significant increase of caspase3 and Bcl-2 gene
expression levels according to Sham group are determined. The increase of Bcl-2 production
is detected the occurrence of the apoptotic cell deaths and as a response of the apoptosis in
brain cortex and hippocampus in post R-TBI. Nevertheless immunoreactivities and the gene
expression levels are paradoxically decreased in R-TBI + dd-PTZ group. When we evaluate
GFAP and c-fos immunoreactivity, it is detected the increase of the staining in all groups
according to Sham group and the neurons in hippocampus region are more sensitive for the
convulsion trauma and post trauma. It is fixed the increase of astrocyte and neuronal cell

activation as secondary in either cortex or hippocampus region trauma.

Result: R-TBI decreases seizure threshold in young rats and causes apoptotic cell

deaths in cortex and hippocampus region of the brain.

Key Words: Apoptosis, Bcl-2, Caspase-3, Traumatic brain injury, seizure, PTZ,
TUNNEL.



1 - GIRIS ve AMAC

Travma, uygulamada sik karsilasilan, farkli agilardan bir ¢ok tip disiplinini ilgilendiren
ve multidisipliner yaklasim gerektiren durumlardandir. Kafaya yonelik travmalar, sik goriilen
travma tiplerinden olup hem tibbi (klinik, laboratuar ¢aligmalari ve adli tip uygulamalarinda)
hem de sosyal ve ekonomik boyutu ile giincelligini korumakta ve bu konuda arastirmalar

sirmektedir.

Trafik kazalari, atesli silah yaralanmalari, yiiksekten diisme, aile i¢i siddet, kadina
yonelik siddet, kafa travmasi seklinde cocuk istismari, sarsilmis bebek sendromu, is kazalari,
afetler gibi birgok orijini olmasi nedeniyle TBH, hastane kliniklerinde sikga karsilasilan saglik
sorunlarindandir. Agirlik derecesine (agir, orta, hafif), acik veya kapali olmasina, yaygin doku
harabiyeti meydana getirip getirmedigine bagli olarak ¢ok genis bir klinik prezentasyonla
karsimiza ¢ikmaktadir (Broska ve ark., 2013; Mauritz ve ark., 2014; Wui ve ark., 2014)

TBH, adli tip agisindan degerlendirildiginde, hem klinik adli tibbi uygulamalarinin hem
de post-mortem adli patolojik incelemelerin 6nemli konularindan ve sorun alanlarindan
biridir. TBH, acil servise kafa travmasi ile basvuran adli olgularin raporlandirilmasi, kafa
travmasi seklinde fiziksel istismara maruz kalan bebek, cocuk ve yasli bireylerin saptanmasi
(Richardson ve ark., 2012; Cheng ve ark., 2014) otopside kafa travmalarinin makroskobik ve
mikroskobik bulgularinin degerlendirilmesi (Bisht ve ark., 2013; Smith ve ark., 2013) travma
zamani ile lezyon yasimin karsilastirilmas: (Hausmann ve ark., 2004; Dressler ve ark., 2007),
adli antropolojide kafa kemiklerindeki lezyonlarin tespiti (Fleming-Farrell ve ark., 2013;
Messina ve ark. 2013), kemik kiriklarinin TBH’ya sebep olup olmadiklarinin arastirilmasi
(Chattopadhyay ve ark., 2010), maluliyet oranlarinin hesaplanmasi, ge¢ doneme etkilerinin
degerlendirilmesine kadar (Misic-Pavkov ve ark., 2012) adli tibbi uygulamalar iginde ¢ok
genis bir yelpazede arastirma konusudur. Dolayisiyla, TBH tespitinin yami sira agirhik
derecesi, erken ve ge¢ donem etkilerinin de adli tip acisindan degerlendirilmesi

gerekmektedir.

TBH, travmanin post-mortem incelemelerde makroskobik olarak tespit edilemeyen, ileri

incelemelerle tespit edilebilen ve histopatolojik incelemeler sonucu belirlenebilen min6r



kontlizyona da sebep olmasi nedeniyle, beyin otopsilerinde detayli olarak arastirilmasi
gerekmektedir. (Bigler, 2004; Karayel ve ark., 2008; Coughlin ve ark., 2014)

Hayvanlarda tekrarlanan travma modelleri ile T-TBH’nin motor koordinasyonda ve
lokomotor aktivitelerde bozulmalara neden oldugu; histopatolojik degerlendirmelerde astrosit
aktivasyonu, mikroglial hicre proliferasyonu, kan beyin bariyerinde (KBB) hasar ve beyin
dokuda yaygin 6deme yol actig1 bildirilmistir (Kane ve ark., 2012). Boks ve Amerikan futbolu
gibi tekrarlanan travmalara sebep olan kontakt sporlar, ilerleyen dénemlerde kronik travmatik
ensefalopatiye neden olmaktadir (Solomon ve Zuckerman, 2014; Tartaglia ve ark., 2014). T-
TBH’na maruz kalan insanlar uzun donem hafiza kayiplariyla, emosyonel zorluklarla, ileri
kognitif yetersizliklerle basetmek zorunda kalmaktadir (Lehman, 2013; Coughlin ve ark.
2014).

Uygulamada 6n planda kafa travmasi dist nedenlerin bulundugu 6liim olgularinda
makroskobik bulgular mevcut olmadigi i¢in hafif TBH neticesinde meydana gelen
mikroskobik hasarlar atlanabilmektedir (Karayel ve ark., 2008). Post-mortem incelemelerde,
TBH’nin arastirllmasinda makroskobik bulgularin yanisira konvansiyonel yontemlerden
hematoksilen-eozin yontemi ile yapilan histopatolojik incelemenin yeterli olup olmadigi
tartisilmakta, gecmisteki travma izlerinin ve hafif nitelikteki akut TBH nin saptanabilmesi
icin konvansiyonel yontemler disinda ileri immunhistokimyasal boyalar kullanarak travma
varlig1 ortaya konulmaya ¢alisilmaktadir (Hausmann ve ark., 2004; Dressler ve ark., 2007;
Karayel ve ark. 2008). Ozellikle fiziksel istismar nedeniyle dlen bebek ve cocuklarin 6liim
sebebi arastirilirken beyin otopsilerinin titiz bir sekilde yapilmasinin, kafa travmasi seklinde
maruz kaldiklar1 fiziksel istismarin da giin yliziine ¢ikarilmasina 6nemli katkilar1 oldugu

bildirilmektedir (Gill ve ark., 2009; Schoppe ve Lantz, 2013)

Kafa travmalarinda erken ve ge¢ donem etkileri kapsaminda arastirma alanlarindan biri
de travma ve apoptoz iliskisidir. Normalde organizmada yash ve tamiri mimkin olmayan
DNA hasar1 meydana gelmis hiicrelerin yok edilmesini; embriyolojik siirecte doku
farklilasmasini saglayan apoptoz (Morrison ve ark., 2000; Alberts ve ark., 2002; Danaila ve
ark., 2013). TBH gibi patolojik durumlar sonrasinda da indiiklenmekte ve istenmeyen
hiicresel diizeyde kayiplara sebep olmaktadir. TBH sonrast meydana gelen nekrotik doku

kaybinin yaninda apoptotik hiicre 6liimleri de sekonder yaralanmayi artirmaktadir. Hatta hafif



TBH’da nekrotik doku kaybi1 olmaksizin tek basina apoptoz ile beyin dokuda hasar ve buna
bagli klinik bulgularin olustugu bildirilmektedir (Itoh ve ark., 2011; Itoh ve ark., 2013).

Gerek insan caligmalari, gerekse hayvanlarda farkli travma modelleri kullanilarak
gerceklestirilen arastirmalarda, farkli beyin bolgeleri iizerinde molekiiler diizeyde arastirmalar
stirdiiriilmekte, bu kapsamda amaca ve mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik farkli proteinlere
ait gen ekspresyon analizleri ile gen diizeyindeki degisimler de saptanabilmektedir (Clark ve
ark., 1997; Hinkle ve ark., 1997; Zhang ve ark., 2003; Shacka ve Roth, 2005; Huerta ve ark.,
2007; Dressler ve ark., 2009). Apoptoz saptanmasina yonelik birgok yontem kullanilmakta ve
ayn1 zamanda farkli yolaklar iizerinden ilerleyen apoptoz siirecinde mekanizmaya 6zgii
degerlendirmeler de yapilmaktadir. Calismalarda, apoptoz tespitinde, TUNEL, kaspaz ailesi
uyeleri, AIF, sitokrom-c, fas-fas ligand immunhistokimyasal boyama yontemleri, western
blot analizleri vs kullanilmaktadir. TBH sonrasi indiiklenen apoptozun tespit edilmesi igin
TUNEL immunboyama ile apoptoza 6zgii DNA kiriklar1 saptanmakta (Negoescu ve ark.,
1996; Smith ve ark., 2000; Loo, 2011), apoptoza 6zgii proteazlar olan kaspazlarin ve Bcl-2
ailesi liyesi modiilator proteinlerin tayini ile apoptozun varligi ve dokuda TBH’ya reaktif anti-
apoptotik cevap belirlenebilmektedir (Ng ve ark., 2000; Nathoo ve ark., 2004; Uzan ve ark.,
2006; Cheng ve Zhang,. 2014).

Apoptoza yonelik aragtirmalar sayesinde TBH sonrasi travma zamani ve lezyon yasi
hakkinda fikir elde edilebilecegi anlagilmistir (Hausmann ve ark., 2004; Dressler ve ark.,
2007). Ayrica beynin farki bolgelerinde apoptoz derecelerinin karsilagtirilmasinin, bazi 6lim
sebepleri arasinda da (akut asfiksi, uzamis asfiksi, CO intoksikasyonu gibi) ayrici taniya
gitmeye yardimci olacagi bildirilmistir (Piantadosi ve ark., 1997; Nakatome ve ark., 2002;

Suarez-Penaranda ve ark., 2002)

Bu ¢alismada, uygulandiginda tek basina beyinde belirgin bir morfolojik bulguya neden
olmayan hafif siddetteki kafa travmasi modelinin, tekrarlayici bi¢imde uygulandiginda (T-
TBH) erken donemde apoptoza yol agip agmadigi ve ¢alisma sinirlar1 kapsaminda apoptoz
mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Ayrica, T-TBH’in sebep oldugu DNA
kirtlmalarinin  saptanmasi, kaspaz-3 aktivasyonunun belirlenmesi, beyin dokuda travmaya
sekonder anti-apoptotik cevabin irdelenmesi; apoptoz yani sira TBH sonrasi astrositlerin ve
noronal hicre aktivasyonlari, dolayisiyla travmaya bagli olast ndbet aktivitelerinin

degerlendirilmesi de amaglanmaktadir.



2 - GENEL BIiLGILER

2.1. TRAVMATIK BEYIN HASARI

2.1.1. Epidemiyoloji
Travma, Ozellikle de ilk siralarda yer alan kafa travmalar1 bir¢ok tip disiplinini yakindan
ilgilendirmekte, medikal agidan bir¢ok soruna neden olurken, sosyal ve ekonomik boyutu ile

de glincelligini koruyan bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kafa travmalari, sosyo-ekonomik farkliliklara, yas, irk ve cinsiyete gore degisim
gostermektedir. Ozellikle gelismis iilkelerde 45 yas alti 6liim ve sakathiklarin en yaygimn
sebebini olugturan TBH nin batili sanayilesmis iilkelerde 6liimlerin basta gelen nedenlerinden
biri oldugu diistiniilmektedir (Mauritz ve ark., 2014; Wui ve ark., 2014) Sosyoekonomik
seviyesi diisiik toplumlarda kafa travmasi goriilme oran1 daha yiiksek olmakla birlikte travma
sonrast prognozun da ekonomik durumla dogrudan iligkili oldugu belirtilmektedir
(Dhandapani ve ark., 2012). Amerika’da yapilan bir ¢alismada 6liimciil olmayan TBH’l1
bireylerin siklikla erkek, siyahi, egitim diizeyi diisiik ve issiz oldugu; Afrika kokenli
Amerikalilarda atesli silah yaralanmasina bagli TBH’dan 6lme riskinin diger irklara gore daha
fazla oldugu bildirilmistir (Greenwald ve ark., 2003).

Arastirmalar, 15-25 yas araligindaki kisilerin en riskli grubu olusturdugunu
gostermektedir. Insidans 25-60 yas grubunda diisme egilimi gosterirken, 60 yas sonrasinda
tekrar ylikselme egilimi gostermektedir (Lagvas ve ark., 2013; Agoda ve Ozoilo, 2014; Hicks
ve ark., 2014; Mauritz ve ark., 2014) Yas ilerledikce mortalite artmakta ve intrakranial
lezyonlardan en fazla subdural hematom goértlmektedir. Bunama, kognitif bozukluk, ¢oklu
ila¢ kullanimi, denge bozuklugu, alt ekstremite zayiflig1, gorme bozuklugu ve dnceden diisme
Oykiisii en 6nemli risk faktorleridir (Greenwald ve ark., 2003). Kara ve arkadaslarinin yapmis
oldugu arastirmada ise hastaneye yatirilma riskinin alt ekstremite ve omurga kiriklari ile

intrakranial yaralanmalarla dogrudan iliskili oldugu bildirilmistir (Kara ve ark., 2014)

Calismalar, tedavi edilen beyin yaralanmalarinin %70-90’min hafif oldugunu ve hafif
TBH ile hastanede tedavi edilen hastalarin yaklasik popiilasyonun 100-300/100.000’i
oldugunu géstermektedir. Ote yandan, birgok hafif TBH’l1 hasta hastaneye basvurmamaktadir



ve gercek popiilasyon tabanli oranin 600/100.000’den fazla oldugu tahmin edilmektedir
(Cassidy ve ark., 2004).

TBH sonras1 mortalite ve morbiditeyi etkileyen ¢ok sayida faktér sz konusu iken hasta
yas1 bunlar i¢inde ¢ok dnemli faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Arastirmalar ciddi beyin
hasar1 sonrasi yaglilardaki 6lim oraninin genclere gore iki kat fazla oldugunu gostermistir.
Hatta 12 yasindan sonra, TBH sonrast mortalitenin, yasla siki bir iliski halinde arttig1
vurgulanmaktadir (Greenwald ve ark., 2003; Mauritz ve ark., 2014; Wui ve ark., 2014).
Ayrica erken eriskinlikte yasanan ciddi kafa travmasinin ileri yastaki demans riskini
arttirabilecegi, buna karsin ileri yastaki kafa travmasimmin demans riskini arttirip

arttirmadiginin bilinmedigi belirtilmektedir (Luukinen ve ark., 2005).

TBH’nin tek basima en yaygin indirekt nedeni olan alkol tiiketimi de gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde dnemli faktorler arasinda yer almakta, ayn1 zamanda TBH nin tani,

tedavi ve iyilesme stireglerini de etkilemektedir (Gururaj, 2004).

2.1.2. Cocuklarda Travmatik Beyin Hasar1

Cocuklarda kafa travmasi sebepleri arasinda diisme, motorlu ara¢ kazalari ve ¢ocuk
ihmal ve istismarlari ilk sirada yer almaktadir (Udoh ve Adeyemo, 2013). Travmalar siddetine
gore siniflandirildiginda siklikla hafif diizeyde goriildiigii belirtilmektedir. Amerika’da
yapilan epidemiyolojik calismaya gore kiint kafa travmasi ile hastaneye basvuran 43.400
cocuk olgu igerisinde %98 kadarinin hafif diizeyde travmaya maruz kalmis oldugu
saptanmigtir. Yas dagilimi incelendiginde iki yas alti cocuklarda daha fazla kafa travmasi
goriildigl belirlenmistir. Siklik sirasina gore subdural hematom, subaraknoidal kanama ve
serebral kontiizyon saptanmistir (Quayle ve ark., 2014). Kafa travmasi ile hastaneye bagvuran
cocuklarin en sik 0-4 yas arasinda oldugu goriilmektedir. 0-1 yas arast c¢ocuklarin
degerlendirilmesinde kafa travmasi sebepleri arasinda %72 oranla diismelerin geldigi, onu

%22 oranla ¢ocuk istismarinin izledigi belirtilmektedir (Thurman, 2014).

Ulkemizdeki arastirma sonuglarina gore, kafa travmasi ile hastaneye basvuran 851
olgunun degerlendirildigi bir calismada; erkeklerde iki kat daha fazla kafa travmasi
goriildiigli, travma sebepleri arasinda diismenin %70 oranla ilk sirada yer aldigi, siddetine
gore en ¢ok hafif kafa travmasi goriildiigii, en sik 6liim sebebinin trafik kazalar1 ve yiiksekten

diismeler oldugu belirtilmektedir (Isik ve ark., 2011). Cocuklarda diisme sebebiyle hastaneye



getirilen olgular i¢inde kafa travmasi en sik bagvuru sebebi olarak goriilmektedir (Giizel ve
ark., 2007). Hafif kafa travmasi ile hastaneye bagvuran 314 ¢ocuk olgunun degerlendirildigi
baska bir calismada, yine erkeklerde kafa travmasinin iki kat fazla goriildiigii, travmanin en
sik iki yas alti (%44) cocuklarda goriildiigii tespit edilmistir. Travma sebepleri arasinda
diismenin basta geldigi (%88), onu trafik kazasi1 (%11) ve az siklikla da spor yaralanmalarinin
izledigi bildirilmistir. Hafif kafa travmasina bagl olarak bulanti, kusma, bas agrisi, uykuya
egilim ve mental motor degisiklik gibi semptomlarin yaninda epidural, subdural, intrakranial

kanamalar da gorulebilmektedir (Er ve ark., 2013).

Travmanin 6liime yol acacak diizeyde siddetli olmasa dahi, farkli mekanizmalar ile
beyinde hasar olusturabilecegi bildirilmektedir. Somatik veya kognitif alana kiyasla duygusal
ve davranigsal alanda etkilenme oldugu, bu nedenle ¢ocuklarda TBH’nin noropsikolojik
degerlendirmesinde bu semptomlarin dikkatle yorumlanmasi gerektigi bildirilmektedir
(Couch ve Leathem, 2011). Cocukluk ¢agi kafa travmalarinin uzun dénem etkileri travmanin
siddeti ile iligkili bulunmustur. Orta ve agir diizeyde travmaya maruz kalan ¢ocuklarda ileriki
yillarda depresyon ve anksiyete goriilme sikligi daha fazla belirlenmistir (Andruszkow ve
ark., 2014). Yillar sonra bile bu kisilerde saptanan kognitif yetersizliklerin frontal korteks
lezyonlart ile iligkili oldugu, 1Q diisiikliigli, motor hafiza ve mental kapasite yetersizliklerinin
cocukken maruz kaldiklar1 travmalarla iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Stipanicic ve ark.,
2008). Ileriki yillarda bir siirii saglik problemine neden olmasi sebebiyle ¢cocukluk ¢agindaki
kafa travmalarinin patofizyolojisinin aydinlatilmasi biiyilk 6nem tagimaktadir. Sarsilmig
bebek sendromunda travmalar sonrasi ortaya ¢ikan patolojik degisimleri izah etmek igin
hayvan deneylerinde hafif T-TBH modeli olduk¢a 6nemli bir ara¢ olarak onerilmektedir
(Bandak, 2005).

2.1.3. Travma Siddeti ve Travmatik Beyin Hasar Iliskisi

Kisinin maruz kaldig1 travmanin siddeti ile dogru orantili olarak kafai¢i degisimler de
farklilik gostermektedir. Orta ve agir siddette travmaya bagli ilk 24 saat i¢inde beyin
O0deminin goriildiigii ve 30 giin sonunda da kortikal nekrozun bulundugu bildirilmistir (Sutton
ve ark., 1993). Ayrica hayvan deney modelleri ile orta-agir TBH nin KBB hasarina neden
oldugu, hipoterminin TBH sonrast KBB geg¢irgenligi lizerine olumlu etkilerde bulundugu da

bildirilmistir (Arican ve ark., 2006)



Orta duzeyde hasara maruz kalan beynin, takip eden konkilzyon dizeyindeki hasara
oldukca hassas hale geldigi ve tekrarlanan konkiizyonlarin paralizi, beyin édemi, subdural
hematom, artmis beyin i¢i basinci, beyinde beta amiloid birikmesi ve oksidatif stresi arttirdigi
ve nadir de olsa Oliimle sonuclanabildigi hem klinik (Cantu, 1996; Bailes ve Cantu, 2001;
Uryu ve ark., 2002; Cantu ve Mueller, 2003) hem de hayvan modellerinde (Laurer ve ark.,
2001; DeRoss ve ark., 2002; Longhi ve ark., 2005) gosterilmistir.

Hafif TBH sonrasi 24. saatte uygulanan 2. hafif TBH’y1 takiben beynin ikincil travmaya
kars1 daha hassas oldugu gdosterilmis ve hatta beynin bazi bolgelerinde KBB gegirgenliginde
de artisa neden oldugu ileri siirlilmiistiir (Laurer ve ark., 2001). Hafif siddette tekrarlanan bu
travmalarda goriilen degisimin aksine, tekrarlanan orta siddette kafa travmasina maruz
birakilan fare beyin dokusunda KBB de dahil olmak Uzere belirgin bir patolojik degisimin

bulunmadigini bildiren ¢alismalar da s6z konusudur (DeFord ve ark., 2002).

Orta ve agir siddette bir kafa travmasi, beyinde hiicre hasarina ve 6liime neden olurken,
hafif siddetli kafa travmasinda hiicresel diizeyde hasar daha az siklikla goriilmektedir (Dixon
ve ark., 1991; Hinkle ve ark., 1997; Scheff ve ark., 1997; DeFord ve ark., 2002). Ancak, kafa
travmasi sonucu olusan hasarin derecesi ne olursa olsun erken ve ge¢ donemde tani, tedavi ve
yarattig1 is glicli kayb1 nedeniyle ekonomik maliyeti oldukga agir olmaktadir. Her yil TBH’ya
maruz kalan milyonlarca olgunun %90’ hafif TBH olusturmaktadir (Thornhill ve ark.,

2000).

Diigsmelerden sonra, trafik kazalar1 hafif TBH’ nin en yaygin sebebidir. Tedavi edilen
beyin hasar1 olgularimin %70 ile %90 kadarinin hafif TBH oldugu, gelismis ilkelerde
hastanede tedavi edilen hafif TBH olgularinin 100-400/100.000 oraninda bulundugu tahmin
edilmektedir. Hafif TBH, trafik kazasi nedeniyle yaralanan insanlarin neredeyse dortte birini
etkiler. Genelde ortalama iyilesme siiresi 100 giindiir, ancak %23 kadar vakanin 1 yil
gecmesine ragmen hiicresel diizeyde iyilesmeyi tamamlayamadigi saptanmistir. (Cassidy ve

ark., 2014).

Hafif TBH c¢esitli norolojik ve kognitif problemlerle iligkili olmasina ragmen
nedenselligi ¢cok da net degildir (Mouzon ve ark., 2014). Post-travmatik sendromun (PTS)
yaygin sinir hasarmin bir sonucu oldugu varsayilmistir. Ancak, toplumda yaygin olarak

goriilen PTS semptomlarinin beyin hasarina spesifik olmadigi, hafif TBH yasayanlarda



yaygin oldugu gibi PTS nin kranial yaralanma i¢ermeyen fiziksel travma magdurlarinda da
stk goriildiigii, yaralanma Oncesi anksiyete ve duygudurum bozuklugu gibi faktorlerin PTS
gelisimini arttirdi8y, diisiik kognitif fonksiyonlarin da hafif TBH igin bir risk faktorii oldugu
vurgulanmistir (Welch ve Derry, 2014).

2.1.4 Kafa Travmasinin Fizyopatolojisi

TBH'nin fizyopatolojisi kapali veya acik kafa travmalarinda ve penetran kafa
travmalarinda farklilik gosterir. TBH'ya yol ag¢an mekanizmalar primer ve sekonder
yaralanma olarak siniflandirilabilir. Primer mekanizmalar yaralanma aninda olustugu halde
sekonder yaralanma, primer mekanizmalara organizmanin yanitidir ve her ikisi de fokal veya
diffiz olabilir. Fokal yaralanmalar direkt darbelerle, diffiiz yaralanma ise akselerasyon-

deselerasyon ve rotasyonel giiglerle ortaya ¢ikar (Greenwald ve ark., 2003; Hickey, 2014).

B
Sekil 1: Kapali kafa travmasinin sematik gosterimi (Hickey, 2014).

a. Sert bir cismin kafaya ¢arpmasi sonucu olusan hasar.
b. Kafatasinin ani ileri geri hareketinde meydana gelen karsilikli hasar.
C. Kafatasinin rotasyonel ani hareketlerinde meydana gelen hasar.

Calismalarda, TBH nin ndrodejeneratif hastaliklarin artmis riski ile baglantili oldugu
ifade edilmistir (Solomon ve Zuckerman, 2014; Tartaglia ve ark., 2014). TBH'y1 takip eden
akut faz donemi bulgulari, mikroglialar ve inflamatuar mediatorler salgilayan astrositleri de
iceren karisik bir noroinflamatuar cevapla iliskilidir. Bu akut faz yanitinin uzun dénem
patolojik degisimlere sebep oldugu kabul edilmis olsa da, son zamanlarda siklikla
kalici/direngli  inflamasyonun ge¢ donem ndrodejeneratif sonuglarla olan iligkisi

vurgulanmaktadir. Bunu desteklemek {izere sporcularin beyin otopsilerinde yapilan
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incelemede TBH'dan sonra kalici noroinflamasyonun yillar sonra bile devam ettigi

gosterilebilmigtir (McKee ve ark., 2009).

Travmanin tipi mekanik distorsiyonun lokalizasyonu ve siddeti ile belirlenir. Buna gore
travma fokal ya da diffiiz olabilir. Travmada etkilenen yapilara bagli olarak primer travmatik
etkiler beynin noral dokusu ve vaskiler dokusu ya da her ikisini de igerir. Bu etkiler daha ge¢
ortaya ¢ikan sekonder olaylardan etkilenebilirler. Fokal beyin hasaria sebep olan olaylarin
fizyopatolojik kaskadi diffiiz beyin hasarinda farklilik gosterir. Fokal beyin hasarinda
travmatik kontiizyon ya da hematomlar lokal kitle etkisi olusturur, bu da beyinde sifte,

herniasyonlara ve beyin sapi1 basilarina neden olur (Werner ve Engelhard, 2007; Brunswick ve

ark., 2012; Mary Kan ve ark., 2012).

Travma sonrasi ortaya c¢ikan iskemik/hipoksik durum, sekonder hasara neden olarak
ndronal 6liimle sonuglanan patofizyolojik bir dongiiyii harekete gegirir. Sekonder hasarin ilk
asamasinda anaerobik glikoliz sonucu biriken laktik asit zar gecirgenliginin artmasiyla 6dem
olusmasina yol acar. ikinci asamada uyarict norotransmitterler salinir ve voltaj bagiml
sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca™®) iyon kanallari aktive olur. Ca*? iyonu lipid peroksidaz,
proteaz ve fosfolipaz gibi hiicre icinde serbest yag asitleri ve serbest radikalleri arttiran
enzimleri aktive eder. Bu olaylar damar ve hiicre yapilarinin membranlarinda dejenerasyon,
dokuda nekroz ve apoptoz ile sonuglanir (Marshall, 2000; Unterberg ve ark., 2004; Werner ve
Engelhard, 2007).

TBH ve omurilik hasarinda kii¢iik hiicre popiilasyonlart mekanik etkiden zarar goriir ve
Oliime ilerler. Bu tiir ilk hiicre 6liimii sinirli ve lokalizedir. Yaralanma bolgesinde hemoraji ve
iskemi hiicre 6ltimiine katkida bulunmaktadir. Travmadan sonra prekontiizyonel bolgedeki
saglikli hiicreler de sekonder hasar mekanizmalarin aracilik ettigi ikinci bir hiicre 6liim

dalgasina yenik diiser (Borgens ve Liu-Snyder, 2012).
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2.2. APOPTOZ

Apoptoz terimi ilk olarak 1972’de J.F.K. Kerr tarafindan 6karyotik hicrelerin intrinsik
olim mekanizmasini ifade etmek igin kullanilmistir (Kerr ve ark., 1972). Organizmada
apoptoz bir denge halinde siirekli devam etmektedir. Denge, apoptoz oranmin azalmasi
yoniinde degisirse hiicre sayisi artar. Aksine apoptoz oraninda patolojik diizeyde bir artis s6z
konusu olursa istenmeyen doku tahribatlari meydana gelir. Nekroz sadece patolojik
durumlarda meydana gelmesine karsin, apoptoz fizyolojik bir siiregtir fakat bazen patolojik

durumlarda kontrolden ¢ikmaktadir (Morrison ve ark., 2000; Alberts ve ark., 2002).

Apoptoz, genel olarak hiicre biiziismesi, hiicre yiizey kabarciklari, DNA
fragmentasyonu, kromatin yogunlasmasi, ana makrofajlarin tehlikeli hiicrelere saldirisi ve
nekrozdan en dnemli farki olan inflamasyon olmadan fagositik yutma ile karakterizedir (Itoh
ve ark., 2011; Itoh ve ark. 2013). Diger taraftan nekrozda ise hiicre sismesi, hiicre membran
ve organel harabiyeti, inflamatuar cevap ile iligkili olarak hiicrenin par¢alanmasi soz
konusudur. Nekrotik hiicre zar1 dagilir ve hiicre igerigi ¢evreye sagilarak inflamatuar yanitlari
bagslatir. Oysa apoptotik hiicreler inflamatuar reaksiyonu baslatmadan 6liir (Sekil 2) (Borgens

ve Liu-Snyder, 2012).

Apoptosis

Sekil 2: Morfolojik olarak nekroz ve apoptozun sematik karsilastirilmas: (Borgens ve Liu-
Snyder, 2012).

*2 infuzyonu, nitrik oksit (NO), sitokinler, oksidatif stres ve glutamat

Caligsmalar, Ca
eksitotoksitesi gibi bazi uyaranlarin hem apoptoza hem de nekroza neden oldugunu

gostermistir. Nekrozun yaygin oldugu doku komsulugunda apoptoz indiiklenerek hiicre
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kaybma katkida bulunmaktadir. DNA hasar1 ve hasarli proteinlerin birikimi apoptoz ile
kontrol edilen huicre 6ltimdine, oysa ATP deplesyonu ve hiicre membran hasar1 nekroz yoluna

ilerler (Kuwana ve Newmeyer, 2003; Danalia ve ark., 2013).

2.2.1. Apoptotik Strec
Apoptotik slrece giren hiicrede yiizlerce kirllma meydana gelir ve DNA onarimi
yapilamaz. Hiicreler DNA hasarini tamir edebilen mekanizmalara sahip olmalaria ragmen

hasar siddetli ise apoptoz mekanizmasi ile kendini 6liime gotiirebilir (Nagata ve ark., 2003).

Apoptoz, uyariya bagl olarak i¢ veya dis yolaklardan gerceklestirilebilir (Nicolson ve
Thornberry, 2003; Bayir ve Kagan, 2008). Hiicre dis1 sinyaller (sitokinler, TNF-alfa, Fas
ligand vs) hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak kaspaz 8 aktivasyonuna sebep olan hiicre i¢i
sinyalleri tetikler. Kaspaz 8'de iki farkli yol kullanarak apoptozu baslatabilir. Ya direkt kaspaz
3 aktivasyonu yapar ve DNA fragmentasyonu ve kromatin yogunlasmasi aktiflestirilir -ki bu
yolak tip 1 olarak isimlendirilir- ve bu yol Gzerinden apoptozun yurutilmesi mitokondrinin
anlaml bir katkis1 olmadan gerceklesir. Diger taraftan, tip 2 yolakta mitokondri de siirece

katilir (Sekil 3) (Bayir ve ark., 2008).

Extrinsic pathway signal

o
/ ER stress, Caspaseﬁ

DNA damage
Oxidants \ Typell
i Bid
t-Bid
Bax, Bak, e
Smac/DIABLO Typel
Apoptosome v
— Caspase 8
APAF-1 1 e }
Pro-Caspase 9 e ‘-‘ AP AP
d : \ -
— \\\
Casp 9
Caspase 3 ! "=~ Caspase 3
\ DNA fragmentation ./

chromatin condensation
VLR

—_—

Sekil 3: Apoptoz mekanizmasi (Bayir ve Kagan, 2008).
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Mitokondriye gelen sinyaller sonrasi sitokrom c, EndoG, AIF, Smac/DIABLO,
Omi/HtrA2 gibi molekiiller sitoplazmaya saliverilir. Sitokrom c sitozole salindigr andan
itibaren Apoptoz Proteaz Aktivator Faktor-1’e (APAF-1) baglanir. Bu yapiya ATP de eklenir
ve prokaspas-9 ile birlikte yap1 apoptozom adini alir. Takiben, prokaspaz 9 aktive olur. Aktive
olan kaspas 9, prokaspas 3’U aktiflestirir. Aktif kaspaz 3 ile DNA fragmentasyonu ve
kromatin yogunlagmasi baslatilir (Vernagen ve Vaux, 2002; Nicholson ve Thornberry, 2003;
Bayir ve Kagan, 2008).

Kaspazlar pro-enzim seklinde sentezlenen 14 {iyeli 6zellesmis proteaz ailesidir. Kaspaz
8,9, 10 oncii; 3, 6, 7 ise sonlandirict kaspazlar olarak siniflandirilmistir. Apoptotik siirecte
aktif forma doniistiiriilen kaspazlar hiicre iskeleti yikimi ve DNA fragmantasyonu ger¢eklestir

(Zhang ve ark., 2005).

FasL+Fas TNFR+TNF Sekil 4: Apoptotik sirecte Fas-FasL
oooneanannonoonnooeooonon: | etkilesimi (Zhao ve ark., 2009).
PRTTe o o 8 oo | R ane0b0E880000805000008800¢:
-:;%Y”’Y“ 1 @ w‘
8V .
\ ‘ Dis yol, yiizeylerinde FasL olarak
ER Stress
i Y p38MAPK tanimlanan ve hedef hiicre yiizeyinde Fas
53 caspase-8  JNK s _ o )
reseptorlerine  baglanan; hiicre YyuUzey
e baglantilar1 olan sitotoksik T hiicreleri
calpain ENOS*—!'NO tarafindan kullanilir. Fas/FasL sistemi,
. 1NOS daha sonra kaspaz sistemini aktive ederek
caspase—9 : L -
\ apoptozun i¢ yoldaki gibi ilerlemesini
caspase—3, =6, =7 saglar (Sekil 4) (Zhao ve ark,. 2009). Fas
apopltosis ve FasL etkilesiminin TBH sonrasi

apoptotik hiicre kaybinda 6nemli rolii olduguna dair kanitlar vardir. TBH olusturulan taraf
kortikal noronlarda Fas ve FasL ekspresyonlar1 artar. Fas-FasL sistemi; TBH sonrasi
apoptotik hiicre oliimiindeki 6nemli rolii nedeniyle tedavi aragtirmalar1 i¢in hedef haline

gelmistir (Wong ve ark., 2005; Uzan ve ark., 2006).
Niikleozomlar halinde DNA pargalanmalar1 apoptotik hiicre 6limi icin isarettir ve

apoptotik uyarilar sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu siirecin molekiiler mekanizmasi, DNA’da

kirilmalara sebep olan kaspaz-bagimli DNaz (CAD) isimli spesifik bir DNaz ile
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tanimlanmistir. CAD normalde tek basina degil de CAD inhibitorii (ICAD) ile bagh halde
bulunmaktadir. Hiicreler apoptotik siirece girdiginde ve kaspazlar aktive oldugunda (6zellikle
kaspaz-3), CAD-ICAD kompleksini birbirinden ayirir ve CAD’in kromozomal DNA’y1
parcalamasina izin verir (Sekil 5) (Nagata, 2000). CAD molekiiler siirecinden ayr1 olarak da
mitokondriden sitozole saliverilen AIF, DNA’ya baglanarak kromatin yogunlasmasin1 ve
DNA fragmentasyonu tetikleyebilir ve bu mekanizma kaspaz-bagimsiz apoptotik siire¢ olarak
tanimlanmaktadir (Zhang ve ark., 2005; Vega-Nerado ve ark., 2015).

Factor deprivation
Death factor e — —1—_

'1 Mitochondria

L e — YTV
-~ e ] iy
; - o
P

e Caspase § A
|'f \ ” - 1"‘\

Caspase 3 genotoxic anti-cancer drugs

el |

Cleavage of many death subsirates |
Y

CAD ICAD oA
che
— 0@ — 0 S
IcAD \\
O Degradation of DNA

= CAD mRAMA

Sekil 5: CAD bagimli apoptotik DNA fragmentasyonu (Nagata, 2000).

CAD

Hiicre i¢i veya dist nedenlerle DNA hasart olustugunda aktive olan bazi genler de
hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur. Bu genlerden en onemlisi p53 genidir. Insan
tiimorlerinin  %50°den fazlasinda mutasyona ugradigi tespit edilen p53 geninin, kanser
olusumunu 6nlemede kritik rol oynadig1 kabul edilmektedir. Hiicre hasarinin tamiri basarili
olmaz ise p53 geni Bax proteinini aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apoptoz ile
Olmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (Morrison ve ark., 2000).
Mutant p53 nedeniyle apoptoz gerceklestirilemez ve istenmeyen hiicre ¢ogalmalar1 ve doku

tlimorleri olusur (Pflaum ve ark., 2014)
DNA kirilmalar1 ve kromatin yogunlasmasinin yaninda hiicre zarinda meydana gelen

degisiklikler ile apoptotik siire¢ tamamlanmaktadir. Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan

fosfotildilserin ve fosfotidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfotidilkolin normalde
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asimetrik olarak dagilmiglardir. Apoptoz sirasinda enzim sistemlerinin aktivasyonu sonucu
fosfotidilserin dis yiizey tabakaya yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu igin iyi
bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olugmasini
uyarmaksizin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir (Fadok ve ark.,

2001; Fadeel ve ark., 2010; Preta ve Fadeel, 2012).

2.2.2. Apoptozun Regulasyonu

Apoptozun regiilasyonunda mitokondri membran gecirgenligi (MMG) merkezi bir role
sahiptir. MMG’nin artmasi sitokrom ¢, EndoG, AIF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 gibi
proteinlerin sitozole salinmasina ve apoptozun ger¢eklesmesine neden oldugu i¢cin MMG’nin
kontrolii apoptozun regiilasyonunu saglamaktadir (Sekil 6) (Ferri ve Kroemer, 2001; Cheng
ve ark., 2012; Vega- Naredo ve ark., 2015).

R Inflammation
~ amino acids | Trophic factors (BDNF, IGF-1)
Reactive \ NFkB
oxygen

species NO 1 i.c.Ca2+ -  Bcl-2 family proteins: Bim,
Death Receptors - Bad, Bcl-2, Bel-xL

Mitochondrial > Bax/Bak

permeabilization =
Respiratory . 2+ AIF Cyt C
dysfunction tic. Ca CyA apggi:osome
Proteases Calpain Nuclear Caspase-9
fseﬁlc::-rédarv energy Lipases translocation Caspase-3
¢ Chromatinolysis CAD - DNA damage
b b 4

Cell Death
Sekil 6: Mitokondri membran gegirgenligi (MMG) (Hagberg ve ark., 2009).

Hasar siddetli olup ATP tiikendiginde, mitokondrial yetersizlik sonucu hiicre nekroz ile
oliir. Apoptoz ¢ok dinamik bir siirectir ve bu olayda bir¢cok kimyasal faktor rol oynadigi igin
yeterli ATP dizeyi gerekmektedir. Bu nedenle apoptotik slrecte mitokondrinin 6nemi
blydktir (Wong ve ark., 2005; Borgens ve Lis-Snyder, 2012).

Apoptoz dizenlenmesinde Bcl-2/Bax gen ailesi 6nemli rol oynar. Bu ailenin ondan

fazla tyesi tanimlanmis olmakla birlikte, bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitérii (anti-

apoptotik), bazilar1 da apoptozu uyarici (pro-apoptotik) olarak gorev alir (Czabotar ve ark.,
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2014). Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra pro-apoptotik proteinler mitokondri zarinin
gecirgenligini arttirir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle mitokondri zari i¢inde yer alan
faktorler sitoplazmaya gecer ve apoptoz kaskadi hizla ¢alisir (Kuwana ve Newmeyer, 2003).
Bcl-2 ailesi proteinlerin iiretimi, inme, akut nérodejeneratif hastaliklar ve TBH’da artar.
Periferik sinir hasar1 ve TBH’da Bcl-2 ailesi iiyelerinin degisen ekspresyon diizeyleri siklikla
apoptotik noronal hiicre 6liimii ile iligkilendirilmistir (Shacka ve Roth, 2005). Ayrica Bcl-2
ailesi tiyeleri endoplazmik retikulumdan saliverilen Ca*? seviyelerini etkileyerek, hiicre ici
artan serbest Ca*? iyonlariin mitokondriye asir1 yiik getirmesine ve hiicrenin 6liimiine neden

olabilecegi belirtilmektedir (Kuwana ve Newmeyer, 2003; Cheng ve ark., 2012).

Bcl-2 ailesi proteinleri

Antiapoptotik Proapopitotik

Bcl-2, Bel-xL, Bel-w Bax, BOK,

Boo/Diva BAK, BIM, BID

Mcl-1 BAD, BNip, Hrk/DP5
Bcl-xS, Noxa, Puma

2.3. TRAVMATIK BEYIN HASARI VE APOPTOZ iLiSKiSi

Travmatik beyin hasarinin patogenezinde de hipoksik-iskemik hasara benzer sekilde
enerji yetmezligi, serbest radikallerin artisina bagl oksidatif stres, eksitotoksisite ve ayrica
serebrovaskiiler disregiilasyon sonucu bir yandan iskemi diger yandan vazojenik 6dem ve
beyin sismesine sekonder gelisen intrakranial basing artisi hiicre Oliimiinden sorumludur

(Sekil 7) (Kurul ve Gllmez, 2007).

Travmatik beyin hasan
Eksitotoksisite Eneni berbest Enflamiasyon bembrovaskuler Hematom Dokuda
\ yetersizligi radikaller disregulasyon osmolar yik T
Sitotoksik odem Oksidatif stres Rejenerasyon Vazojenik 6dem
v
Ir.kmnl \ Bayin sismes| «———————
Intrakraniyal basing artigi ekn)z Apopitoz
+ T HUCRE OLUMU

Sekil 7: Travmatik beyin hasar1 patogenezi (Kurul ve Giilmez, 2007).
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Direkt mekanik etki ile olusan TBH merkezi sinir sistemi dejenerasyonu ve ndronal
hiicre 6limuni tetikler (Chirumamilla ve ark., 2002; Rice ve ark., 2003). Ik mekanik etkiyi
takiben, iskeminin sebep oldugu dolasim bozuklugu nedeniyle KBB zedelenmesi, eksitotoksik
hasar, néronal dejenerasyon ve apoptotik hiicre 6lumuni iceren sekonder etkiler artar (Azbill
ve ark., 1997; Xiong ve ark., 1997; Springer 2002). Nekroz nedeniyle dokuda arkan serbest
radikaller, eksitator aminoasitler, sitokinler, Ca* nedeniyle apoptoz indiklenmektedir
(Werner ve ark., 2007; Danalia ve ark., 2013). Ge¢miste, TBH’da néronal ve glial hiicre
kaybinin, inflamatuar hiicreler ile nekrozun sonucu oldugu diisiiniiliirken, son yillarda yapilan
arastirmalar apoptozu On plana ¢ikartmaktadir. Sicanlarda TBH sonrasi erken donemde,
néronlarda apoptotik hticre 6limunin indiiklendigi ve bu nedenle serebral disfonksiyonun
uzadig belirtilmistir (Itoh ve ark., 2011; Itoh ve ark., 2013) Ayrica apoptozun, TBH ile iliskili
sekonder hasarin ve sonrasinda gelisen morbiditeye onemli katkisi oldugu bildirilmistir (Sun
ve ark., 2013). TBH gibi periferik sinir hasar1 da apoptotik ndronal hiucre 6limune neden
olmaktadir (Shacka ve Roth, 2005). Ayrica TBH ve fokal serebral iskemi sonrasi
mitokondrial yolaklarin indiiklendigi de gosterilmis (Irving ve Bamford, 2002).

2.3.1. Travmatik Beyin Hasar1 Kliniginde Apoptoz

Kafa travmasi sonrasi preiskemik zonda apoptotik hiicre 6liimlerinin nérolojik bulgulari
etkiledigi bilinmektedir. Pro-apoptotik faktorlerin yikselmesinin, anti-apoptotik faktorlerin
diismesinin; apoptoz oraninin yiiksek olmasinin TBH sonrasi prognozu olumsuz etkiledigi

bildirilmektedir (Minambres ve ark., 2008).

Kafa travmasindan sonra iskemik doku ¢evresinde Bax, kaspaz-3 ve Bcl-2
ekspresyonlarinin arttig1; yiiksek Bcl-2 seviyelerine sahip hastalarin takiplerde daha iyi
norolojik sonuglar sergiledigi tespit edilmistir (Ng ve ark., 2000; Nathoo ve ark., 2004). TBH
hayvan modellerinde de, TBH sonrast ¢ocuk ve infantlarin BOS’larinda Bcl-2 yiiksekligi
saptanmigtir (Clark ve ark., 1999; Clark ve ark., 2000).

Tedavi amaciyla dekompresif kraniotomi uygulanan TBH hastalarindan alinan yaral

beyin doku drneklerinde TUNEL ile DNA fragmentasyonu ve kaspaz bagimli apoptoz kaniti
olarak da kaspaz 1 ve kaspaz 3 artig1 gosterilmistir (Clark ve ark., 1999).
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TBH sonrasi insan beyninde kaspaz-8’in transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerinde
artis oldugu gosterilmistir. Kaspaz 8 artis1, Fas 6liim reseptorii protein seviyeleri ile iligkili
bulunmustur. Bu durum, TBH sonrasi apoptozun hiicre dis1 yolla aktive edildigine, Fas-FasL
mekanizmasina kanit olarak yorumlanmistir (Zhang ve ark., 2003). Uzan ve arkadaslar1 TBH
magduru kisilerin BOS’larinda pro-apoptotik sFas ve kaspaz-3 ile anti-apoptotik Bcl-2
seviyelerini yiiksek bulmus ve 6zellikle kaspaz-3 aktivasyon derecesinin yaralanma siddeti ile
iligkili olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Uzan ve ark., 2006). Ayrica TBH sonrasi1 hastalarin
BOS’unda yiikselmis Fas-FasL seviyeleri ile intrakranial basing iligkili bulunmustur (Ertel ve

ark., 1997; Lenzlinger ve ark., 2002).

Kontlize beyin dokuda Bax ve Bcl-2’nin arastirildigi klinik bir ¢alismada, sadece Bax’in
tespit edilebildigi hastalarda norolojik sonuglarin daha kot oldugu goériilmiis ve Bcl-2’nin
noronal hiicreleri koruma yetenegine vurgu yapilmistir (Ng ve ark., 2000). Bcl-2’nin bu
ozelligi nedeniyle cesitli farmakolojik ajanlarla iiretimi arttirilmaya ¢alisilmaktadir (Indharty,

2013).

Ayrica; sitokrom ¢, Fas ve kaspaz-1’in TBH’l1 ¢ocuklarin BOS’unda yiikseldigi, ¢ocuk
istismar1 tanis1 almis TBH’l1 ¢ocuklarda ise sitokrom c ile tespit edilen apoptozun belirgin
oldugu tespit edilmis; sitokrom C’nin kafa travmasinin bulundugu c¢ocuk istismari igin ayrici

taniya gitmede yardimci olabilecegi vurgulanmistir (Satchell ve ark., 2005).

2.3.2. Adli Tibbi A¢idan Travmatik Beyin Hasarinda Apoptoz

Adli tip pratigine heniiz dogrudan yansimamis olsa da; travma, yara yasi, vitalite,
miyokard enfarktiisii, entoksikasyon, asfiksi gibi sik karsilasilan olgular iizerinde yapilan
calismalarda, hasarin tespiti iizerinde apoptoz konusuna yogunlasan arastirmalar $0z
konusudur. Apoptoz arastirmalarinin 6zellikle ciltte yara yasi tahmini iizerine yogunlastigi

gorulmektedir (Suarez-Penaranda ve ark., 2002; Zhao ve ark., 2009).

Bilindigi gibi adli tip uygulamasinda yara yasi1 tahmini ve yaranin canlilik belirtilerinin
saptanmasi yapilacak yorumlarda olduk¢a 6nemlidir. Cilt yaralarinda 3 dK ile 8 saat arasinda
zaman bagimli yapilan bir arastirmanin sonuglarina gore apoptotik keratinositler, 120 dk’dan
genc yaralarda ve saglikli deride goriilmemektedir. Bulgular postmortem incelemede, cilt
yaralarinin intravital olusup olugsmadiginin belirlenebilecegi seklinde yorumlanmistir (Suarez-

Penaranda ve ark., 2002). Ayrica, apoptotik siirecteki faktorlerin zamana bagh ifadeleri de
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incelenerek ciltte yara yasi hakkinda yorum yapilabilecegi de savunulmustur (Zhao ve ark.,

2009).

Nakatome ve arkadaslari, miyokard dokuda TUNEL immunhistokimyasal boyama
yontemi ile akut miyokard infarktusini (AMI), karbonmonoksit (CO); tetradoksin, alkol
intoksikasyonlarindan, kafa travmasi, kardiyak yaralanma ve miyokarditten ayirabildiklerini
ve TUNEL pozitif hiicrelerin AMI erken sathasi i¢in tani koydurucu olabilecegini

savunmustur (Nakatome ve ark., 2002).

Ayrica serebral hipoksi ve asfiksi durumlarinda ve CO intoksikasyonunda beyin dokuda
apoptozun indiiklendigi gdsterilmistir. Piantadosi ve arkadaglari, CO intoksikasyonunun erken
belirtisi olarak globus pallidumda néronal apoptoz saptamislardir (Piantadosi ve ark., 1997).
Akut asfiksi ile ani kardiyak 6ltimlerde beyinde spesifik bir bulgu meydana gelmiyor olsa da
uzamis asfikside alt parietal bolgelerde GFAP pozitifligi ve apoptozun gostergesi olarak

yogun kirilmig DNA’lar tespit edilmistir (Wang ve ark., 2011).

Klinik ¢alismalar ile yaralanmadan sonra apoptozun akut fazina 1sik tutuluyor olmasina
karsin apoptoz uzun donemde de devam etmektedir. Yaralanmalarindan 12 ay sonra olen
insanlar {izerinde yapilan bir arastirmada, beyinde TUNEL pozitif hiicreler tespit
edilebilmigtir (Williams ve ark., 2001). Otopsi c¢alismalarinda apoptotik TUNEL pozitif
hlcrelerinin kontlizyon ve pre-kontiizyon alanlarinda yogun oldugu gosterilmis (Smith ve
ark., 2000; Dressler ve ark., 2007). Minambres ve arkadaglar elde ettikleri bulgular1 apoptoz
oraninin 6 aylik bir siirede 6liim ile iliskili bagimsiz bir faktor oldugu seklinde yorumlamistir

(Minambres ve ark., 2008).

Hausmann ve arkadaglar1 TBH olan 103 olguluk otopsi serisinde apoptozun travmadan
bir giin sonra pik yaptigin1 ve 22 hafta devam ettigini tespit etmis; apoptotik hiicreleri
degerlendirmenin, kafa travmasinda travma zamaninin tespitine katkida bulunabilecegini
savunmustur (Hausmann ve ark., 2004). Dressler ve arkadaslari da TBH sonrasi yasam
sureleri bilinen (birkag dk. dan 126 giine kadar) 56 olguya yaptiklari beyin otopsi serisinde
TUNEL ve kazpaz-3 immunhistokimyasal boyanma sonuglari ile graniilositlerin, CD3+ T
lenfositlerin, CD68+ aktive mikroglial hiicrelerin  histolojik  bulgularin1  birlikte
degerlendirerek TBH yasin1 %87 dogruluk payi ile belirleyebildiklerini savunmustur (Dressler
ve ark., 2007).
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2.3.3. Travmatik Beyin Hasari, Apoptoz ve Epileptogenez Iliskisi

Posttravmatik epilepsi (PTE), siklikla TBH sonucu meydana gelen ve kronik olarak
seyreden nobetlerdir. TBH’ya maruz kalmis hastalarin %5’inde PTE’nin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Kharatishvili ve Pitkanen, 2010). Posttravmatik epileptogenezin ortaya ¢ikisi ile
ilgili en 6nemli risk faktoriiniin TBH oldugu ve ayni zamanda riskin de TBH nin siddeti ile
iligkili oldugu ileri siiriilmiis (Annegers ve Coan, 2000; Shaw, 2002; Frey, 2003). Ancak,
TBH sonrast PTE’ye yol agan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar tam olarak izah

edilememistir.

Deneysel hayvan modelleri ile kisa ve uzun dénem nobetlerin hipokampusta apoptotik
hiicre oliimlerine neden oldugu ve apoptotik siirece yonelik farmakolojik ve genetik
miidahaleler ile nobet sonras1t DNA fragmentasyonu ve ndronal hiicre 6liimiiniin etkilendigi
de bilinmektedir (Engel ve Henshall, 2009). Siganlarda PTZ ile gergeklestirilen nébet sonrasi
hipokampusta Fas ve kaspaz-3 immunreaktivitelerinin kontrol grubuna gore cok daha fazla
arttig1 gosterilmistir (Cheng ve Zhang, 2014). Temporal lob epilepsili (TLE) ¢ocuklarin serum
Bcl-2 seviyeleri saglikli gruba gore yiiksek bulunmus; nobet sikligi, hastaligin siddeti ve
suresi ile iliskili oldugu iddia edilerek TLE’li ¢ocuklarin takiplerinde Bcl-2’nin

kullanilabilecegi savunulmustur (Kilany ve ark., 2012).

Sekil 8: Iskemi, TBH ve nobetin Bcl-2

seizure ischemia TBI
sooooooooooee | ailesi Uzerine etkisi (Engel ve ark., 2011).

i3 2 calcium death teceptors
oxidative stress pua gamage

ER stress Caspa

Klinik ve deneysel calismalar
other?

p.m o catpai" oﬂmr‘? sayesinde hem TBH hem de epilepsi
|:| streas-actlvaled . .
rotein kinases, nedeniyle apoptoz mekanizmasinin

indiiklendigi; hem pro-apoptotik hem anti-

apoptotik modulatorlerin  seviyelerinde
yukselmeler oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle hem TBH, hem de epilepsi
patofizyolojisinin  aydinlatilmas1 igin

apoptotik  siirecin  arastirilmast  Onem

nucleus tagimaktadir.

21



3 - GEREG VE YONTEMLER

Bu caligma, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

incelenerek 146 karar no ile onaylanan ¢alismanin devami niteliginde olup, 30.01.2014 tarih,

2014/01 sayili karar ile etik kurul ilkelerine uygun bulunmustur.

3.1. Deney Gruplan

Calismada Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi'nden (DETAE)

temin edilen 28 giinliik Sprague Dawley disi yavru si¢anlar kullanildi. Siganlarin bakimlari

DETAE’de gerceklestirildi. Deney gruplari;

e Sham

e Tekrarlanan Travmatik Beyin Hasar1 (T-TBH)
e Diisiik Doz Pentilentetrazol (dd-PTZ)
e T-TBH + dd-PTZ seklinde olusturuldu.

3.2. Kafa Travmasi1 Modeli

—
LN

Kafa travmasi olusturmak icin Marmarou ve
arkadaglarinin uyguladig1r “Agirhik Diistirme Metodu”
modifiye edilerek kullanildi (Marmarou ve ark., 1994)
(Sekil 9).

TBH olusturulmadan 6nce hayvanlara intraperitoneal
(LP) olarak 40 mg/kg ketamin anestezisi yapildi.
Anesteziyi takiben, hayvan vyizistu kopik (zerine
yatirild1 ve kafa dersi agildiktan sonra bregmanin hemen

tizerine 1 cm c¢apinda bir disk yerlestirildi. Bu disk

Uzerine 1 cm gapinda ve 150 g agirligindaki metal disk 60 cm’lik mesafeden diisiiriilerek hafif

TBH olusturuldu. Bu islem giinde bir kez olmak iizere dort giin boyunca uygulandi ve bdylece

T-TBH modeli olusturuldu. Son TBH uygulamasindan iki giin sonra beyin doku drnekleri

alindi.
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3.3. Diisiik Doz Pentilentetrazol Uygulanmasi
Ilgili deney gruplarindaki siganlara dd-PTZ, 30 mg/kg dozunda iP olarak enjekte edildi.

3.4. Nobet Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deney sonrasinda nobet aktivitesindeki degisiklikleri belirlemek icin Racine metoduna
gore O ile 4 derece arasinda skorlama yapildi. Konvulziyon skalas1 0 = Normal, 1 = Donup
Kalma, 2 = Bas sallama, 3 = Viicutta yiizeyel klonik hareket, 4 = On ekstremitelerde bilateral
klonus (piyano calma), 5 = Jeneralize tonik-klonik nobet ve yana dogru diisme seklinde

belirlenmistir (Racine, 1972).

3.5. Beyin Doku Fiksasyonu

Hematoksilen Eozin ve immunhistokimyasal boyamalar icin ketamin (60 mg/kg)
anestezisi altinda yaklasik 100 ml %4 paraformaldehit ile sol ventrikiilden perfiize edilerek
beyin dokularmin fiksasyonu saglandi. Fiksasyon sonrasinda beyinler ¢ikarilip aym fiksatifte

+4°C’de bir gece tutulduktan sonra parafine gomuldu.

3.6. Hematoksilen Eozin Boyama ile Morfolojik inceleme

Parafin bloklardan pozitif yiiklii lamlar iizerine alinan 3 um’lik kesitler 10 dk surelerle
ksilol icerisinde bekletildi. Deparafinize edilen kesitler sirasiyla absolu alkol, %90’lik alkol,
%80’lik alkol ve %70’lik alkolden 10’ar dk siireyle gegirildi. Dokular hematoksilene alinip 5-
6 dk boyunca tutuldu. Hematoksilenden ¢ikarilan dokular ¢esme suyunda yaklasik olarak 3 dk
boyunca yikandi. Yikanan dokular asit alkol i¢inde birkac saniye soluk mavi renk alana kadar
tutuldu ve ikinci ytkamaya alindi. 5-10 dk kadar cesme suyunda yikandu. Ikinci yikamaya tabi
tutulan dokular eozin boyasi iginde 10-15 dk tutuldu. Dokulardaki fazla eozini uzaklastirmak
icin sirastyla %70, %80, %90 ve absolu alkolden gegirildi. Sonra dokular birka¢ dk disarida
kurumaya birakildi ve 10’ar dk 3 tane ksilolden gegirildi. Kesitler kapatma soliisyonu

kullanilarak lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.
3.7. Immunhistokimyasal Yontemler
3.7.1. TUNEL immunhistokimyasal Boyama
Boyamada, S7101, millipore, MA, ABD kiti kullanildi. Parafin bloklardan pozitif

yiikli lamlar {lizerine aliman 3 pm’lik kesitler 1 gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini

giderildi ve ardindan toluolde 30 dk bekletilerek parafinden iyice arindirildiktan sonra azalan
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alkol serilerinden (sirasiyla %100, %96, %90, %70) 2 kez gegcirilip distile suya indirilerek
rehidrate edildi. Bes dk distile suda tutulan kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla
15 dk oda 1sisinda proteinaz K soliisyonu (Millipore 21627) uygulandi ve distile su ile
yikanan kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’liikk H,O,’de
20 dk karanlikta bekletildi. Distile su ve PBS ile c¢alkalandiktan sonra lam tzerindeki
kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 5 dk oda 1sisinda
dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C’de terminal deoksiniikleotidil
transferaz enziminde 1 saat bekletildikten sonra durdurma/yikama tamponuyla 15 saniye
calkaland1 ve oda 1s1sinda 10 dk bekletildi. Ug kez PBS’de yikanan kesitlere oda 1sisinda 30
dk antidigoksigenin-peroksidaz konjiigatt uygulandi ve 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10
dk AEC kromojen soliisyonu uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 45
saniye Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi, ardindan ¢esme suyu ve iki kez
distile su ile yikama sonrasinda 20 saniye amonyak soliisyonunda bekletildi. Tekrar ¢esme
suyu ve iki kez distile su ile yikanan kesitler kapatma soliisyonu konarak lamel ile kapatild1 ve
151k mikroskobunda apoptotik hiicrelerinin boyanma siddeti ve yayginlig: yar kantitatif olarak

degerlendirildi.

3.7.2. Kaspaz-3, Bcl-2, GFAP ve c-fos Immunhistokimyasal Boyama

Beyin kesitlerinde bu proteinlerin varliginit gostermek igin parafin kesitlere
deparafinizasyon ve hidrasyon islemleri uygulandi. Ardindan her antikor i¢in uygun antijen
iyilestirme islemine gegildi. Antijen iyilestirme islemi i¢in, GFAP ve kaspaz-3 antikoru
calisilan kesitler sitrat tamponu (pH 6) i¢inde diidiiklii tencerede 1 Atm basing altinda 1 dk; c-
fos calisilan kesitlerin iyilestirme islemi icin kesitler EDTA tamponu (pH 8) icinde
mikrodalga firinda 4 defa beser dk; Bcl-2 c¢alisilan kesitlerin iyilestirme islemi icin kesitler
sitrat tamponu (pH 6) iginde mikro dalga firinda 4 defa ikiler dk tutularak kaynatildi. Takiben
endojen peroksidaz inhibisyonu i¢in, fosfat tamponu ile yikanan tiim kesitlere nemli ortam
icinde %3’lik H,0, 10 dk siireyle uygulandi. Sonra arastirilan proteine uygun antikorlar
uygulandi. Antikorlar sirasiyla Bcl-2 icin rabbit poliklonal anti-Bcl-2 (1/100 sulandirma orant;
Abcam, USA) 60 dk oda 1sisinda, kaspaz-3 i¢in rabbit monoklonal anti-aktifkaspaz-3 (1/300
sulandirma orani; Cell Signaling, USA) GFAP i¢in mouse monoklonal anti-GFAP (1/100
sulandirma orani; Santa Cruz, USA) 30 dk oda 1sininda; c-fos proteini i¢in poliklonal rabbit
anti-c-fos antikoru (1/400 sulandirma orani; Santa Cruz, USA) 60 dk oda isisinda inkiibe
edildi. Primer antikor sonrasi antipoliklonal biyotinli sekonder antikorlar 20 dk siresince

uygulandi. Daha sonra kesitlere streptavin peroksidaz enzimi 20 dk siire ile uygulandi
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(Skytek, USA). Takiben kesitlere aminoetil karbazol (AEC) kromojen damlatilarak 5-10 dk
icinde renklenme saglandi. Kromojen islemi sonrasinda kesitler 3-5 dk mayer hematoksilen
boyasi ile muamele edilerek zit boyanma saglandi. Isik mikroskobunda hiicrelerinin boyanma
siddet ve yayginlig1 yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Deney gruplarindaki hayvanlarin
beyin kesitlerinde TUNEL, kaspaz-3, Bcl-2, GFAP ve c-fos boyanmalari, deney gruplari
bilinmeden iki kisi tarafindan boyanma siddetleri “+” ile sifirdan {ice kadar derecelendirilen

degerler ile skorlandi.

3.8. Gen Ekspresyonu

3.8.1. Total RNA izolasyonu

Deney gruplarindan alinan beyin dokular1 ekspresyon caligmast igin Oncelikle
riboniikleik asit (RNA) biitiinliigiiniin korunmasi i¢in RNA later (Sigma-Aldrich; Kat. No:
R0901) igerisine alindi. RNA izolasyonu yapilacagi zamana kadar -80 °C’de muhafaza edilen
doku 6rnekleri ¢alisma icin homojenize edildi (MagNa Lyser, Roche Diagnostics, Almanya).
Doku orneklerinden elde edilen iist sividan total RNA izolasyon kiti (MagNa Pure Compact
RNA Isolation Kit, Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak robot araciligi ile (Magna Pure
Compact, Roche Diagnostics, Almanya) izolasyon yapildi. RNA izolasyonuna baslamadan
once kullanilacak olan aletler RNaz icermeyecek sekilde temizlendi. Elde edilen RNA’nin
NanoDrop2000 (Thermo Scientific, USA) cihazi ile konsantrasyonu ve Kkalitesi Ol¢iildii.

RNA’lar komplementer DNA sentezi yapilacag: giine kadar -80 °C’de muhafaza altina alind.

3.8.2. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi

Total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi cDNA Kkiti ile (Transcriptor
First Strand cDNA Syn. Kit, Roche Diagnostics, Almanya) tiim asamalarda RNaz igermeyen
malzemeler kullanilarak yapildi. Tiplere 1 pg igerecek hacimde RNA konuldu ve 2 pl
ramdom hekzamer eklendikten sonra RNaz icermeyen su le 11,4 ul hacme tamamlandi.
65 °C’de 10 dk ve ardindan 4 °C’de iki dk inkiibasyonu takiben herbir RNA 6rnegi iizerine

8,6 ul hazirlanan reaksiyon karisimi eklendi.

. (V%]
Ters transkriptaz _reaksiyon | 4 Hazirlanan orneklerden 50°C’de 30 dk,
& & | RNazinhibitsri 0,5l 85°C’de 5 dk ardindan 4°C’de iki dk
'S 2 | Deoksinukleotid k 2l N .
§ S e H inkiibasyon sonunda elde edilen cDNA
g< [pTT 1yl
Ters transkriptaz 1,1l ornekleri  kullanilana  kadar  -20°C’de

saklandi.
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3.8.3.Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real time PCR), LightCycler®480 (Roche
Diagnostics, Almanya) cihazi ile, sican beta-Aktin geni referans gen olarak kulanilarak,

kaspaz-3 ve Bcl-2 genleri igin yapildi.

Kaspaz-3 ve Bcl-2 genleri igin primer ve problari birarada olan 6zel dizayn edilmis Real
Time Primer-Prob setleri (RealTime Ready, Roche Diagnostics, Almanya) kullanildi. Calisilan
tim genler icin elde edilen cDNA’lar 200 ng olacak sekilde ayarlanarak Real Time PCR,
Master miks (LightCycler®480 Probes Master, Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak

hazirlanan reaksiyon karigimi ile yapildi.

CRe Primer prob karigimi 1l Ornek sayisina gore hazirlanan primer-UPL
=5 |su 4l .

gz ; b k 96’lik b

Ed S | LC 480 Probe Master Mix | 10 prob - igeren  karistm ! cyaz
o cDNA 5ul mikrokuyucuklu plaka i¢indeki kuyulara 15l

olacak sekilde dagitilip her kuyuya 5 pul cDNA eklenerek Real Time PCR iglemi asagidaki
PCR kosullar ile calisildi.

PCR Kosullar: Real Time PCR analizi LightCycler®480

95 10 dk 1 dongii cihazinda yapilarak kaspaz-3 ve Bcl-2 genlerinin
94 10 sn ekspresyon diizeyleri referans gen olarak alinan
58 30sn 45 dongi | beta-Aktin ile karsilagtirilda.

72 1 sn - okuma

40 30 sn 1 dongu

Goreceli ekspresyon diizeyleri (Hedef gen ekspresyonu/referans gen ekspresyonu) formili
kullanilarak hesaplanan sonuglar, standart orneklerden yararlanilarak c¢izilen standart egri

tizerinden hesaplanan goreceli nicel degerler iizerinden yorumlandi.

3.8.4. istatistiksel Degerlendirme

Istatistik degerlendirmelerinde SPSS for Windows (ver. 21) yazilimi (Istanbul
Universitesi sertifikali iiriin) kullanildi. Grup ortalamalar1 arasinda anlamlilik one way
ANOVA’y1 takiben Tukey ile test edildi. p<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Degerler,

ortalamatstandart sapma olarak belirtildi. Sonuglar tablo ve grafikler ile gosterildi.
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4 - BULGULAR

Her grupta (Sham, T-TBH, dd-PTZ, T-TBH+dd-PTZ) sekiz siganin kullanildigi bu
calismada; gerek hafif diizeyde tekrarlayan travma, gerekse birlikte diisiik doz PTZ uygulanan
gruplarda belirgin solunum ve dolagim yetmezligi bulunan siganlar ve deney sirasinda exitus
olan hayvanlar ¢aligma dis1 birakildi. Calisma dis1 birakilan siganlarin toplam orani %5’in
altinda idi.

4.1. Nobet Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarinda ndbet aktivitesinin degerlendirmesi i¢in yapilan skorlamada; T-TBH
sonrasinda nobet esiginde bir degisiklik olup olmadigini belirlemek i¢in diisilk dozda (30
mg/kg, ip) tonik ve klonik nobetler ortaya ¢gikarmadigr bilinen PTZ dozu secilmistir. dd-PTZ
grubunda uygulama sonrasi hicbir sicanda ndbet aktivitesi gozlenmezken son T-TBH
uygulanmasindan 48 saat sonra PTZ enjeksiyonu yapilan grupta ise (T-TBH+dd-PTZ) Racine

skorlamasina gore ortalama 3,3 siddetinde ndbetlerin ortaya ¢iktigi gozlendi.

4.2. Hematoksilen Eozin Boyama ile Morfolojik Degerlendirme

Bu calismada kullanilan travma modelinde olusan hasar (hafif diizeyde kapali kafa
travmasi), beyin parankiminde konvansiyonel yodntemlerle tespit edilebilen doku hasari
meydana getirmeyecek duzeydedir. Beyin koronal kesitlerinin Hematoksilen-Eozin boyasi ile
boyanmasi sonrasi yapilan degerlendirmede de, travma ya da dd-PTZ uygulanan gruplarda

dahil olmak tizere morfolojik olarak kanama, kontlizyon ve inflamasyon lehine patolojik bir

degisim saptanmadi.

T-TBH+dd-PTZ

Resim 1. Deney gruplarina ait beyin kesitlerinin korteks bolgelerinde Hematoksilen-Eozin
boyama (4X).
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4.3. immunhistokimyasal Degerlendirme

4.3.1. TUNEL immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi

Sham grubuna ait beyin kesitlerinde korteks ve hipokampus bdlgelerinde TUNEL
boyanmanin negatif (-) oldugu tespit edildi. T-TBH ve dd-PTZ grubunda boyanma siddetinin
hem korteks hem de hipokampusta diger gruplara gére daha yogun oldugu (T-TBH grubu
hipokampal bolgede ++ diizeyinde) saptandi. T-TBH sonrast dd-PTZ uygulanan grupta ise
beklenenin aksine kortekste boyanma saptanmazken, hipokampal bolgede TUNEL (+)
saptandi. Elde edilen bulgular ile tek basina T-TBH’nin ve dd-PTZ gruplarinda belirgin olmak
uzere diisiikdoz PTZ uygulamasimin kortikal ve hipokampal bolgelerde TUNEL boyasi ile

saptanabilen ve apoptozu isaret eden DNA kirilmalarina neden oldugu tespit edildi.

Resim 2: Beyin korteks bdlgelerinde TUNEL immun boyanma gérntileri (100X).
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Resim 3: Beyin hipokampus bélgelerinde TUNEL immun boyanma goriintuleri (100X).

Deney grubundaki hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus bdélgelerinde apoptoza
6zgii DNA kiriklarint gosteren TUNEL immun boyanma siddetindeki degisiklikler Tablo 1°de

gosterilmistir.

Tablo 1: Deney gruplarna ait TUNEL immunboyanma siddeti

Gruplar Korteks Hipokampus
Sham - -
T-TBH + ++
dd-PTZ + +
T-TBH + dd-PTZ - +
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4.3.2. Kaspaz-3 immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi

Sham ve T-TBH+dd-PTZ gruplarna ait beyin kesitlerinde korteks ve hipokampus
bolgelerinde kaspaz-3 immun boyanmanin (-) oldugu tespit edildi. T-TBH ve dd-PTZ
gruplarinda hem korteks hem de hipokampus bolgelerinde kaspaz-3 pozitif hiicreler
goruntdlendi.

Resim 4: Beyin korteks bolgelerinde kaspaz-3 immun boyanma goérunttleri (100X).
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Resim 5: Beyin hipokampus bolgelerinde kaspaz-3 immun boyanma goruntuleri
(100X).

Deney grubundaki hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerindeki apoptoz
belirteci olan kaspaz-3 immun boyanma siddetindeki degisiklikler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Deney gruplarina ait Kaspaz-3 immunboyanma siddeti

Gruplar Korteks Hipokampus
Sham - -
T-TBH + +
dd-PTZ + +

T-TBH + dd-PTZ - -
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4.3.3. Bcl-2 Immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi

Bcl-2 immun boyanma siddetleri degerlendirildiginde, Sham ve T-TBH+dd-PTZ grubu
siganlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerinde boyanma olmadigi (-) tespit edildi. dd-
PTZ grubu hayvanlarin hem korteks hem de hipokampus boélgelerinde pozitiflik tespit edilmis
olmakla birlikte T-TBH grubu siganlarin beyin korteks ve hipokampus bdlgelerinde tiim

gruplara gore belirgin ve siddetli Bcl-2 reaktivitesi saptandi.

Resim 6: Beyin korteks bolgelerinde Bcl-2 immun boyanma gorintuleri (100X).
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Resim 7: Beyin hipokampus bolgelerinde Bcl-2 immun boyanma goruntuleri (100X).
Deney grubundaki hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerindeki anti-
apoptotik cevabi gosteren Bcl-2 immun boyanma siddetindeki degisiklikler Tablo 3’te

gosterilmistir.

Tablo 3: Deney gruplarina ait Bcl-2 immunboyanma siddeti

Gruplar Korteks Hipokampus
Sham - -
T-TBH ++ +++
dd-PTZ + +

T-TBH + dd-PTZ - -
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4.3.4. GFAP immunhistokimyasal Boyanmalarin Degerlendirilmesi

GFAP immun boyanma siddetleri karsilastirildiginda, T-TBH, dd-PTZ, T-TBH+dd-
PTZ gruplarindaki hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerinde yogun boyanmalar
meydana geldigi tespit edildi. Tekrarlanan travmanin tek bagina her iki bolgede de yogun
boyanmalara sebep olmasi astrositlerin travmaya sekonder olarak belirgin aktivasyon

gosterdiklerine isaret etmektedir.

SHAM T-TBH
dd-PTZ T-TBH+dd-PTZ

Resim 8: Beyin korteks bolgelerinde GFAP immun boyanma goérunttleri (100X).
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T-TBH+dd-PTZ

Resim 9: Beyin hipokampus bdlgelerinde GFAP immun boyanma gorntileri (100X).

Deney grubundaki hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerindeki GFAP
immun boyanma siddetindeki degisiklikler Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4: Deney gruplarina ait GFAP immunboyanma siddeti

Gruplar Korteks Hipokampus
Sham - +
T-TBH +++ +++
dd-PTZ ++ ++
T-TBH + dd-PTZ + +++
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4.3.5. c-fos immunhistokimyasal Boyanmanin Degerlendirilmesi

c-fos proteinine ait immunhistokimyasal boyanma sonuclari degerlendirildiginde;
kortekste, T-TBH, dd-PTZ ve en yogun olarak TBH-+dd-PTZ grubunda tespit edildi. Benzer
sekilde T-TBH ve T-TBH+dd-PTZ gruplarindaki beyin bolgelerinden 6zellikle dentat girus ve

hipokampus bdlgelerindeki noronlarin ¢ekirdeklerinde c-fos yapiminda artis izlendi.

Resim 10: Beyin korteks bdlgelerinde c-fos immun boyanma goriintileri (100X).



Resim 11: Beyin hipokampus bdlgelerinde c-fos immun boyanma goriintuleri (40X).

Deney grubundaki hayvanlarin serebral korteks ve hipokampus bdlgelerindeki c-fos

immun boyanma siddetindeki degisiklikler Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5: Deney gruplarina ait c-fos immunboyanma siddeti

Gruplar Korteks Hipokampus
Sham + +
T-TBH + ++
dd-PTZ + ++
T-TBH +dd-PTZ ++ ++
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4.4. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

4.4.1. Kaspaz-3 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindaki hayvanlarin beyin korteks dokularinda kaspaz-3 gen ekspresyon
diizeyleri incelendiginde; tekrarlayan travmalarin ve diisiik doz PTZ uygulamasinin kaspaz-3
gen ifadesini arttirdig1 ancak paradoksal bir sekilde T-TBH sonras1 PTZ ile meydana getirilen

nobetlerin kaspaz-3 gen ifadesinde diisiise sebep oldugu ve sham grubuna benzer patern

gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 10: Kaspaz-3 gen ekspresyon amplifikasyon ve standart egrileri.
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Grafik 1: Deney gruplarina ait kaspaz-3 gen ekspresyon duzeyleri.

*p<0.001 — diger gruplarla karsilastirildiginda, # p<0.01 T-TBH ve dd-PTZ ile karsilastirildiginda

38




4.4.2. Bcl-2 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindaki hayvanlarin beyin korteks dokularinda Bcl-2 gen ekspresyon
diizeyleri incelendiginde; tekrarlayan travmalarin ve diisiik doz PTZ uygulamasinin Bcl-2 gen
ifadesini arttirdigr ancak paradoksal bir sekilde T-TBH sonrast PTZ ile meydana getirilen
nobetlerin Bcl-2 gen ifadesinde diisiise sebep oldugu ve sham grubuna benzer patern

gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 11: Bcl-2 gen ekspresyon amplifikasyon ve standart egrileri.
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Grafik 2: Deney gruplarina ait Bel-2 gen ekspresyon dizeyleri.
*p<0.05 — Sham ve T-TBH+dd-PTZ gruplar ile kargilastirildiginda
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5-TARTISMA

Kafa travmasi goriilme siklig1 yas gruplarina gore farkilik gostermekle birlikte, tiim
yas gruplarinda onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kafa travmalarinin diger
bolge yaralanmalarina oranla mortalitesinin fazla olusu, travma sonrasi donemde kisilerin ve
yakinlarinin basetmek zorunda kaldiklar1 medikal, sosyal, ekonomik sorunlar konunun
onemini daha da arttirmaktadir. 15-25 yas araliginda belirgin bir artis s6z konusu olup,
cocukluk ¢aginda da zarara yol acan nedenler arasinda 6n siralardadir. Konu, fiziksel istismar,
spor yaralanmalar1 gibi tekrarlanan durumlarda ya da kaza sonucunda ortaya ¢ikan olas1 erken

ve gec komplikasyonlari ile giincelligini korumakta ve arastirmalar siirdiiriilmektedir.

Travma sonrasi olusan hasarin tespitinin yani sira, olas1 degisimlerin patofizyolojisinin
iyl anlasilmasi, tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan da konunun 6nemini ortaya
koymaktadir (Jennett, 1996; Dikmen ve ark., 2003; Vural ve Berker, 2012). Travma sonrasi
primer ya da sekonder etkilerle kafai¢i yapilarda goriilen morfolojik ya da ultrastriiktiirel
degisimlerde rol oynayan siireclerin anlagilmasi, dogrudan tedavi protokollerini etkileyecek,
bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ile de morbidite ve mortalite oranlarinin azalmasina katkida

bulunacaktir.

TBH, ortaya cikan degisimler agisindan primer ve sekonder beyin hasari olarak ikiye
ayrilir. Primer mekanik yaralanma ve doku hasari ile gergeklesen siireglerden olugsmaktadir.
Mekanik doku hasarindan kaynaklanan primer hasar, nekrotik hicre oluma ile
sonuglanabilmektedir. Sekonder hasar ise yaralanma ile tetiklenen bir olaylar kaskadi,
endojen hiicre 6limii yolaklarinin aktivasyonunun gergeklesmesi siireci olarak tanimlanir
(Werner ve Engelhard, 2007). Deneysel ve klinik arastirmalar, travma sonrasi hasarin
ilerlemesini 6nlemek ya da azaltmak ve hasar bolgesindeki noronlar1 korumaya yonelik olarak

gerceklestirilmektedir.

Calismalar, erigkinlerde hafif olarak tanimlanan kafa travmasi oraninin %14,7
diizeyinde oldugu (Lagbas ve ark., 2013), cocuklarda ise %74’e kadar yiikseldigi bildirilmistir
(Isik ve ark., 2011). Hafif siddetteki kafa travmalari ile uygulamada sik karsilagilmakta, hem
tan1 ve tedaviye yonelik tip disiplinleri agisindan, hem de adli tip degerlendirmelerinde
karsilagilacak sorunlar ve yapilacak degerlendirmeler agisindan Onemini korumaktadir.

Olusan zararin tespiti, diizeyi ve olast ge¢ etkiler agisindan dikkate alinmasi gereken bir
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travma tipidir. Kafa travmasi siddetine bagh olarak yaygin hasar s6z konusu oldugunda tani
ve yapilacak degerlendirmeler gorece daha kolayken, hasar yaygin olmadiginda, tani ve
sekonder etkilerin arastirilmasi ve dnlenmesine yonelik ¢alismalarda problemlerin yasanmasi
da kagiilmaz bir sorun alani olarak uygulamada yer almaktadir. Yaygin beyin hasarina neden
olmayan hafif diizeydeki travmalarin, 6dem ve dolasim yetersizligi nedeniyle molekiiler
bozukluklara, gen hasarlarina ve bunlara sekonder ndronal hiicre 6liimlerine neden olabilecegi
de bildirilerek, hicresel ve molekiiler diizeydeki zararin teSpiti ve degerlendirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Werner and Engelhard, 2007; Kharatishvili ve Pitkanen, 2010; Itoh ve ark.,

2013) ve bu konuda ¢alismalar artarak devam etmektedir.

Sarsilmis bebek sendromu olgularinda santral sinir sistemindeki patolojik degisimleri
izah etmek ic¢in hafif T-TBH modeli 6nerilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda Marmarou ve
arkadaslarinin agiklamis oldugu “agirlik diisiirme metodu” modifiye edilerek uygulanmis ve
hafif diizeyde TBH olusturulmustur. Sarsilmis bebek sendromu olgularinda intrakranial
kanamalar, subdural hematomlar, retinada ve sklerada hemorajiler gelisebilecegi gibi
tekrarlayan hafif travmalar sebebiyle diffliz aksonal hasar da meydana gelebilmekte; patolojik
degisimler her zaman makroskobik boyutta olmayip mikroskobik hatta molekiiler diizeyde de
kalabilmektedir. Bu olgularda hafif nitelikte tekrarlanan travma sonucu olusacak degisimleri
arastirmak i¢in agirhik diisiirme metodu deneysel hayvan ¢alismalarinda uygun bir yontem

olarak kullanilmaktadir (Bonnier ve ark., 2004; Bandak, 2005).

Kafa travmasi modellerinde, travmatik etki tek tarafli olsa bile nérodejenerasyonun her
iki hemisferde de goriilebildigi ifade edilmektedir (Tashlykov ve ark., 2007 ve 2009). Bu
caligmada, bregmanin hemen iistiinden merkezi bi¢imde uygulanan travmanin morfolojik
bulgularini tespitine yonelik olarak konvansiyonel yontemlerden olan Hematoksilen-Eozin ile
beyin kesitlerinde yapilan boyamada, her iki hemisferde de belirgin morfolojik degisim
saptanmamistir. S6z konusu degisimin saptanmamis olmasi, olusturulan travmanin ¢alismanin
amacina yonelik olarak hematoksilen eozin ile bulgunun saptanamadigi hafif diizeyde

olusturuldugunun bir gostergesi olarak da kabul edilmistir.

Travma sonucu farkli mekanizmalarin birlikte calisarak noérobiyolojik olaylar
tetikledigi ve epileptogeneze neden olduklari ileri siiriilmektedir (Piktanen ve Sutula, 2002;
Vezzani ve ark., 2011). Insan ve hayvan ¢alismalarinda TBH’y1 takiben hipokampus hasarinin
meydana geldigi gosterilmistir (Tate ve Bigler, 2000; Swartz ve ark., 2006). Hipokampus
atrofisinin PTE ile iligkili oldugu belirlenmistir (Vespa ve ark., 2010). Jeneralize status
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epileptikus (SE) nedeniyle hipokampusta ve kortekste yaygin skleroz gelistigi; apoptozun da
nobetlerden 24-48 saat sonra indiiklendigi tespit edilmistir (Ebert ve ark., 2002).
Hipokampustaki apoptotik hiicre o6liimlerinin travmanin siddeti ve travmanin uygulanma
siiresi ile dogrudan iligkili oldugu da bildirilmistir (Chen ve ark., 2013). Bunun yaninda PTE
riskinin de travma siddeti ile dogrudan iligkili oldugunu savunan ¢alismalar mevcuttur
(Annegers ve Coan, 2000; Shaw, 2002; Frey, 2003). Bu kapsamda, TBH sonrasi beyinde
apoptotik hucre 6lumleri ve bu degisimin yansimalarinin, arastirilmasi ve tartisilmasi gereken

bir konu oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu calismada, apoptoz tespitine yonelik DNA kirilmasin1 gosteren TUNEL
immunhistokimyasal boyama ile yapilan degerlendirmede; hafif diizeyde T-TBH’nin ve
diisiik doz PTZ uygulamasinin beyin korteks ve hipokampus bolgelerinde DNA kirilmalarina
neden oldugu tespit edilmistir. Bu apoptotik degisim o6zellikle T-TBH grubu hipokampus
bolgesinde yogunlasmis, TUNEL pozitif hiicreler tespit edilmistir. Hayvan c¢alismalari, hafif
TBH’nin beyin kortikal ve hipokampal bdlgelerinde TUNEL pozitif apoptotik hiicre
oliimlerine neden oldugunu (Raghupathi ve ark., 2002), insan ¢aligmalar1 yarali beyin dokuda
TUNEL pozitifligin arttigin1 gostermistir (Clark ve ark., 1999; Smith ve ark., 2000; Dressler
ve ark., 2007). TBH’dan aylar sonra 6len insanlarin beyin dokularinda TUNEL pozitifliginin
tespit edilebildigini savunan caligmalar olsa da (Williams ve ark., 2001), hayvan deney
modelleri TUNEL pozitifliginin TBH sonras1 12-24 saat araliginda pik yaptigini ve ortalama
48-72 saat sonra diisiis sergiledigini vurgulamaktadir (Raghupathi ve ark., 2002; Chen ve ark.,
2013). Bu arastirmada, tekrarlayan travmalarin 48 saat sonrasinda dekapitasyon yapilmis ve
doku ornekleri alinmistir. Hem PTZ hem de T-THB grubunda TUNEL + boyama saptanmasi,
her iki etkinin de apoptozu indiikleyici 6zellikte oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, hafif
dizeyde TBH’nin dahi apoptotik hiicre Oliimleri ile noéronal hasara neden oldugu
goriilmektedir. Ancak PTZ uygulamasi i¢in farkli goriisler de s6z konusudur. Siganlarda PTZ
ile meydana getirilen nobetlerden sonra hipokampus bélgesinde TUNEL pozitif apoptotik
hiicre tespit edilmedigi (Pineau ve ark., 1998; Pavyola ve ark., 2005) ancak lityum pilokarbin
ile olusturulan status epileptikus sonrasi beynin korteks bolgesinde yogun TUNEL pozitif
hiicreler tespit edildigi bildirilmistir (Pineau ve ark., 1998). Calismamizda da dd-PTZ grubu
sicanlarin  beyin korteks ve hipokampus bolgelerinde TUNEL pozitif boyanmalar
saptanmistir. T-THB sonras1 uygulanan dd-PTZ grubunda belirgin, hatta artmig boyanma

olmamasi beklenenin aksine sasirtict bir bulgu olmustur. Bulgular, olusturulan travma
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kosullar1 sonrasinda uygulanan PTZ’ye bagli ndbetlerin, apoptoz siirecini maskeledigini

diisiindiirmektedir.

Deney gruplarinda kaspaz-3 ve Bcl-2 boyanma dereceleri degerlendirildiginde;
TUNEL boyanmaya benzer bir sekilde T-TBH ve PTZ grubunda immunreaktivitenin arttigi,
T-TBH+dd-PTZ grubunda ise immunreaktivitenin diistiigii goriillmektedir. Bcl-2 ailesi
proteinleri apoptotik siirecin modiilatorleridir ve TBH sonras1 hem pro-apoptotik hem de anti-
apoptotik iiyelerinde artis meydana gelmektedir (Strauss ve ark., 2004). Pro-apoptotik Bax
artisinin apoptozu arttirarak TBH sonrasi ndrolojik sonucglart olumsuz etkiledigi; anti-
apoptotik Bcl-2’nin ise noroprotektif etkide bulundugu vurgulanmistir (Ng ve ark., 2000;
Nathoo ve ark., 2004). Kaspazlar ise apoptoza 6zgii proteazlar olarak calisan; normalde pro-
enzim formunda olan ve apoptoz indiiklendiginde aktif hale gelen enzimlerdir. TBH sonrast
Ozellikle kaspaz-3’iin beyin dokuda artig gosterdigi hem havyan hem de insan ¢aligmalarinda
gosterilmistir (Clark, 1999; Dressler ve ark., 2007). Sicanlarda PTZ ile ger¢eklestirilen ndbet
sonrasi beyin hipokampus bélgesinde kaspaz-3 boyanma artis1 da bildirilmistir (Cheng ve
Zhang, 2014). Ayrica TLE’li ¢ocuklarin serum Bcl-2 seviyesinin hasta olmayan ¢ocuklara
gore cok ylikseldigi; Bel-2 diizeylerinin hastaligin stiresi, frekansi ve agirligr ile korele oldugu
saptanmistir (Kilany ve ark., 2012). Hafif TBH sonras1 sicanlarda hipokampus bolgesinde
TUNEL pozitif ve kaspaz-3 immunreaktivitelerinin arttigi; boyanma diizeyleri ile kognitif
bozulmanin baglantili oldugu vurgulanmistir (Park ve ark., 2014). Tweedie ve arkadaslar
siganlarda hafif TBH sonras1 hipokampusta apoptoz biyobelirteclerinden prokaspaz-3, bax,
sitokrom-c, AIF’nin yiikseldigini, bu yiiksekligin travmanin siddeti ile dogru orantili
bulundugunu, TBH’l1 siganlarda davranis problemleri saptadiklarini ve biitiin bunlardan
dolay1 apoptotik hiicre Oliimlerinin TBH sonrasi hipokampusta ciddi hasar meydana
getirdigini belirtmistir (Tweedie ve ark., 2007). Anti-apoptotik gen Bcl-2 ve onun driind olan
proteinin, siganlarda TBH’dan sonra korteks ve hipokampusta arttigi, Bcl-2 eksprese eden
hiicrelerin morfolojik olarak normal goriildiigii bildirilmistir (Clark ve ark., 1997). Bcl-2
ekspresyonu, yara almig ama hayatta kalmaya devam eden hiicrelerde goriiliir. Bcl-2
overekspresyonu oldugu zaman, ndronlar iskemik yaralanmaya diren¢ kazanmaktadir. Bu
nedenle Bcl-2 ekspresyonu travmadan sonra yaralanmis néronlart hayatta tutmak igin 6nemli
bir faktordiir (Clark ve ark., 1999). Ayrica Bcl-2 ekspresyonunun diismesi ve pro-apoptotik
bir protein olan Bax’in yiikselmesinin ndronal ve glial apoptotik hiicre 6limiinii arttirdig
bildirilmistir (Dorszewska ve ark., 2004). Sican beyinlerinde cerrahi hasar sonrasi lezyon

cevresinde yogun noronal 6liim gergeklestigi, noronlarin ilk giinlerde nekroz ve apoptoz ile
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oliime giderken dordiincii giinden itibaren apoptozun hakim oldugu, apoptotik hiicrelerin pro-
apoptotik Bax ve kaspaz-3 ile yogun immunboyanma reaktivitesi gosterdigi; kortikal bolgede
lezyon c¢evresinde astrositlerin migrasyon ve aktivasyonunda artis oldugu, astrositlerin
hipertrofik hal aldiklari, hasarin ilerleyen donemlerinde astrositlerin de apoptoz Uzerinden

oliime gittigi bildirmistir (Sulejczak ve ark., 2008).

Calismamizda immunhistokimyasal boyamalarin yanisira kaspaz-3 ve Bcl-2’nin gen
ekspresyon diizeyleri de ilgili deney gruplarinin beyin korteks bolgelerinden alinan 6rneklerde
incelenmistir. Her iki biyobelirte¢ icin de boyanma siddetleri ile gen ekspresyon diizeylerinin
korele oldugu saptanmustir. T-TBH + dd-PTZ gruplarinda hem immunreaktivitenin (TUNEL,
kaspaz-3, Bcl-2) hem de gen ifadelerinin (kaspaz-3 ve Bcl-2) paradoksal bir sekilde sham
grubuna benzer bir patern gostermesi; travma sonrasi meydana gelen nobetlerin baska bir
fizyopatolojik mekanizma {iizerinden ilerledigine, hem apoptozun hem de anti-apoptotik
cevabin downregiile olduguna isaret etmektedir. Bilindigi gibi apoptoz oldukca kompleks ve
enerji gerektiren bir siirectir ve enerji yetmezligi durumlarinda apoptoz yiiriitiilemeyecektir
(Wong ve ark., 2005). Chen ve arkadaslari, hafif-orta ve agir diizeyde, yedi giin siire ile
uyguladiklar1 kafa travmalarindan sonra sigan hipokampusundaki TUNEL pozitif apoptotik
hiicrelerin iiglincii giine kadar ylikselmesine ragmen daha sonra hizli bir sekilde diisiis
gostermesini; travmanin agirlastikca néronal dokuda enerji yetersizligine sebep olabilecegi
seklinde yorumlayarak uygulanan enerjinin dokunun kompanse edebileceginden fazla oldugu
zaman nekroz ile dlen hiicre sayisinin artacagi hipoteziyle agiklamistir (Chen ve ark., 2013).
Calismamizda, tekrarlanan travmadan 48 saat sonra eklenen kosulun (dd-PTZ uygulamasi)
yukarida tanimlanan ve apoptoz i¢in gerekli olan ATP kullaniminda yetersizlik yaratabilecegi,
ve apoptozun maskelenmesi olasiliinin da g6z Oniinde bulundurulmasi gerektigini
diistindiirmektedir. Nobetleri takiben apoptozun olusmasinda kaspaz ve Bcl-2 gibi diizenleyici
proteinlerin oldukga 6nemli role sahip oldugu bildirilmektedir (Fujikawa, 2005). Deneysel
olarak yapilan bir ¢alismada SE indiklendikten sonra kaspaz inhibitorleri verilmis, ve bu
inhibitorlerin verilmesinden dénce ve sonraki apoptotik hiucre 6limi degerlendirildiginde
hicre Olimuniin azaldigi ve nobetlerin engellendigi goriilmiistiir. Sonugta, noronal
dejenerasyonda kaspazlarin 6zellikle de kaspaz-3’iin olduk¢a dnemli bir rol oynadig: tespit
edilmistir (Bengzon ve ark., 2002; Kondratyev ve Gale, 2000). Kaspaz inhibitorleri ile hiicre
dejenerasyonunu engellemek, alternatif yeni bir sagaltim segenegi olarak diisiiniilmektedir
(Bengzon ve ark., 2002).
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Noronal aktivasyon belirteclerinden biri olan c-fos protein yapiminin TBH sonrasinda
ve nobetler sirasinda arttigi bilinmektedir (Seiffert ve ark., 2004; Finnie ve ark., 2005; Harvey
ve Sloviter, 2005; Marchi ve ark., 2007). Calisma bulgularimiz, T-TBH sonucunda c-fos
aktivite artisginin ndronlar1 daha duyarli ve kolay uyarilabilir hale getirdigini gostermekte ve
bu kosullarda uygulanan diisik doz PTZ sonrasinda nobetlerin ortaya ¢iktigini

gostermektedir.

Morfolojik ve fonksiyonel olarak degerlendirilmesi gereken yapilardan biri de
astrositlerdir. Astrositlerin, beyindeki potasyum (K*) iyonlarmin fazlasni kana atarak,
anormal K varlig1 ile noronal aktivasyon sonucu olusabilecek epilepsi kaynakli nérolojik
bozukluklarin 6nlenmesine ve beyin doku hiicrelerarasi alanin pH kontroliiniin saglanmasina
yardim ettigi bilinmektedir (Santos ve ark., 2005). Bu hiicreler, ayn1 zamanda anjiyogenez
sirasinda KBB’nin gelismesi ve korunmasinda 6nemli role sahiptir (Santos ve ark., 2005;
Neuwelt ve ark., 2008). GFAP ayrica, normalde beyaz madde ve serebral korteksin alt
zonlarinda tespit edilebilmesine ragmen, adli noropatolojide beyin hasarmma sekonder
farklilagmis olan astrositlerin morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerini tespit etmek {izere de
kullanilabilecegi bildirilmistir (Liedtke ve ark., 1996; Oehmichen ve ark., 2003 ve 2009).
Astrositlerin  sitoplazmasinda mikrofilament yapidaki GFAP wvarligt bu hiicrelerin
taninmasinda ve aktivitesinin  belirlenmesinde  yaygin olarak  kullanilir. GFAP
boyanmasindaki artisin, 6ddemden dolay1 glial filament demetlerinin ayrilmasindan veya
sentezindeki artigindan dolayr oldugu disiiniilmektedir (Eng ve Ghirnikar, 1994).
Calismamizda deney gruplarindaki siganlarin beyin korteks ve hipokampus bolgelerindeki
GFAP immunhistokimyasal boyanma dereceleri incelendiginde sham disindaki gruplarinin
tamaminda artis saptanmistir. Elde edilen bulgular, hafif TBH’nin; diisik doz PTZ
uygulamasinin ve TBH sonras1 diisiik doz PTZ ile olusan ndbetlerin beynin korteks ve
hipokampus bdlgelerinde astrosit aktivitesini arttirdigina isaret etmektedir. Itoh ve arkadaglari,
TBH sonrsinda sican beyin korteksinde GFAP immunreaktivitesinin arttigini, DNA
kirilmalar1 meydana getirdigini, egzersizin hem GFAP boyanma derecesini diisiirerek hem de
DNA’daki kirilmalar1 azaltarak néronal dokuda iyilesmeye katkida bulundugunu bildirmistir
(Itoh ve ark. 2011). GFAP ve néronal apoptozun immunhistokimyasal biyobelirtecleri ileri
yillarda adli ndropatolojinin rutin arastirma protokolleri arasinda yerini alabilecegi ileri

strtlmektedir (Aufiero ve ark., 2006; Wang ve ark., 2012).

Calismada, tek basina uygulandiginda nobet olusturmayan hafif diizeydeki kafa

travmasinin, tekrarlayan bi¢cimde uygulandiginda T-TBH’nin sicanlarda nobet esigini
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distirdiigli tespit edilmistir. Normalde sicanlarda diisiik dozda nobete sebep olmadigi bilinen
PTZ (30 mg/kg, ip), T-TBH sonrasi siganlara uygulandiginda Racine skorlamasina gore
ortalama 3 siddetinde nobet meydana getirmistir. Saptanan bu bulgu, ndronal aktivitenin
travma sonrasinda uygulanan PTZ ile arttiim1 gostermektedir. Bu klinik gozlem ayni

zamanda noronlarda ve astrositlerde saptanan aktivite artisin1 destekler niteliktedir.

Karmasik ve ayni sonuca yonelik birden fazla mekanizmanin rol aldigi, ayn1 zamanda
bilinmeyenin ¢ok oldugu merkezi sinir sistemi iizerinde, tek biz mekanizma ile gelisen
olaylart agiklamak ya da dislamak arastirmacilari yaniltict sonuglara gotiirebilecektir.
Dolayisiyla, saptanan her bir degisim i¢in olast mekanizmalarin ayrintili olarak
degerlendirilmesi gerektir. D1s etki sonucu olusan apoptoz bu ¢ember iginde dikkate alinmasi
gereken mekanizmalardan sadece biridir. Bu baglamda, TBH sonrasi farkli yolaklardan
ilerleyen mekanizmalarin unutulmamasi1 gerekir. G6z Oniinde bulundurulmasi gereken
degisimlerden biri de KBB degisimleridir. PTE gelisen insanlarda KBB’de bir yetmezlik
ortaya ¢iktig1, yap1 biitiinliigliniin bozuldugu MRI bulgulari ile gosterilmis (Tomkins, 2001 ve
2008) ve kafa travmasina maruz kalan hastalarda nobetlerin KBB hasar1 sonucu ortaya ¢iktigi,
nobetlerin de KBB yikimina yol agtigi bildirilmistir (Oby ve Janigro, 2006; Tomkins ve ark.,
2008). Bu c¢alismalarda da tek basina KBB hasarina yonelik calismalarin PTE
fizyopatolojisini aydinlatmaya yeterli olmadigi; TBH sonrasi hipokampusta meydana gelen
apoptotik hiicre oliimlerinin de arastirilmasi gerektigi vurgulanmistir. Dolayisiyla sistemlerin
birbirinden bagimsiz olmadigi gozetilerek, kosullara gore degisebilen fizyopatolojik
stireclerin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Elde edilen bilgi ve bulgular, bu alanda yapilmis
arastirmalar kafa travmasi sonrasi1 meydana gelen degisimlerin fizyopatolojisinde apoptoz
mekanizmasi, molekiiler degisimler ve gen hasar1 giinlimiiz ve gelecekte arastirmalarin ilgi

odagi olmaya devam edecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢aligma bulgulariyla; hafif diizeyde T-TBH nin erken dénemde beyin
korteks ve hipokampus bolgelerinde apoptotik hiicre 6liimlerine neden oldugu, mikroglial
hiicre proliferasyonunu arttirdigi, néronal hiicrelerde nobet esigini diisiirdiigli ve travmaya
sekonder olarak noronal dokuda anti-apoptotik cevabin da yiikseldigi; ayrica travma sonrasi
PTZ ile indiiklenen ndbet sonrasi akut donemde apoptozun ve anti-apoptotik cevabin

downregiile oldugu saptanmustir.

Tek bir anti-apoptotik biyobelirte¢ kullanilmig olmasit (Bcl-2), (BAX ve AIF’nin de

kullanilarak degisimleri izlemenin mekanizmanin aydinlatilasinda yararli olacagi), gen
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ekspresyon diizeyinin bir bolgeden alinan 6rneklerde ¢alisiimasi, travma sonrasi sadece erken
doneme ait bulgularin elde edilmis olmasi, yavru Sicanlar uzun dénem izlenemediginden
tekrarlayan travma kosullarinin ge¢ donemde hafiza, Ogrenme vb davranissal
degerlendirmelere nasil yansiyacagi belirlenmemis olmasi da ¢alismanin sinirliliklart arasinda

sayilabilir.
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5-SONUC VE ONERILER

Kafa travmalar tiim yas gruplarinda énemli bir sorundur. Diger bolge yaralanmalarina
oranla mortalitesinin fazla olusu, travma sonrasi donemde kisilerin ve yakinlarinin
basetmek zorunda kaldiklar1 medikal, sosyal, ekonomik sorunlar konunun Gnemini
arttirmaktadir. Fiziksel istismar, spor yaralanmalart gibi tekrarlanan durumlarda ya da
kaza sonucunda ortaya ¢ikan olas1 erken ve olast ge¢ komplikasyonlar ile giincelligini

korumaktadir

Travma sonrasi primer ya da sekonder etkilerle olusan kafa i¢i degisimlerin ve bu
degisimlere neden olan mekanizmalarin anlagilmasi, dogrudan tedavi protokollerini
etkileyecek, bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ile de morbidite ve mortalite oranlarinin

azalmasina katkida bulunacaktir.

Kafa travmasi siddetine bagli olarak yaygin hasar s6z konusu oldugunda tani ve
yapilacak degerlendirmeler gorece daha kolayken, hafif diizeydeki travmalarin,
sekonder etkilerle molekiiler bozukluklara, gen hasarlarina ve bunlarin sonucunda

ndronal hiicre 6liimlerine neden olabilecegi goz o6nilinde bulundurulmalidir.

Hafif diizeydeki kafa travmasi hipokampal bélgede daha belirgin olmak (izere apoptoza

neden olmaktadir.

Calismanin beklenmeyen sonuglarindan biri de T-TBH sonrasi dd-PTZ uygulanan
grupta apoptotik hiicre varligimin az olusudur. Parametreler (Bcl-2 ve kaspaz-3)

immunhistokimyasal ve gen ekspresyonu acisindan birbiri ile ortiismektedir.

Bulgular, olusturulan travma kosullar1 sonrasinda uygulanan PTZ’nin mekanizma agik
olmamakla birlikte noroprotektif bir etki ile apoptoz slrecini maskeledigini
diistindiirmektedir. Apoptoz siirecinin ATP’ye bagimli enerji gerektiren bir zincir
oldugu dikkate alindiginda, deney kosullarinin enerji yetersizligi yaratarak apoptoz
mekanizmasini engelleyebilecegi de diisiiniilerek konunun bu yonu ile de arastirilmasi

gerekmektedir.
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T-TBH sonucunda néronlar daha duyarli ve kolay uyarilabilir hale gelip, bu kosullarda

uygulanan diisiik doz PTZ sonrasinda nobetler ortaya ¢ikmaktadir.

Karmagik ve ayni sonuca yonelik birden fazla mekanizmanin rol aldigi, ayn1 zamanda
bilinmeyenin ¢ok oldugu merkezi sinir sistemi {izerinde, olaylar1 tek bir mekanizma ile
aciklamak ya da diglamak arastirmacilari yaniltict sonuglara gotiirebilecektir.
Dolayisiyla, saptanan her bir degisim i¢in olasi mekanizmalarin ayrintili olarak

degerlendirilmesi gerekir.

Bu arastirmalarin sinirliliklart da dikkate alindiginda, hafif diizeydeki kafa travmalarinin
erken ve ge¢ donem hem hiicresel hem de klinik yansimalarini kapsayacak sekilde
genisletilmesi, mekanizmanin aydinlatilmasina dolayisiyla adli tip agisindan nedensellik
baginin ortaya konmasina, elde edilen verilerle de mortalite ve morbidite oranlarinin

diismesine katkida bulunacaktir.
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