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OZET

Marjani S. Fare kafa travmasi modelinde Doksisiklinin inflamasyon iizerine etkilerinin
incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosirurji Anabilim Dali, Ankara,
2020.

Giris ve Amag¢: Travmatik beyin hasar1 (TBH) diinyada genglerin énemli 6liim nedenlerden
biridir. TBH son yillarda énemli bir halk sagligi sorunu olup diinya genelinde sakatliklarin ve
oliimiin en sik nedenidir.

Hasar olusumunu takiben ilk 24 saatte mikroglialar tarafindan TNF-o, IL-1f ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler salgilanir. Akut dénemin ardindan, inflamazomlar (NLRP3) aktive
olur. Bunun sonucunda inaktif formda bulunan kaspaz enzimi NLRP3 kompleksi tarafindan aktif
formuna doniisiir. Aktiflesen kaspaz-1 inflamatuar olaylarda rolii olan IL-1B ve IL-18
sitokinlerinin salinimin1 uyarir.

Doksisiklin (DOX), Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmis olan bir
antibiyotiktir ve kan-beyin bariyerinden iyi gegisi vardir. Doksisiklin mikrogliada, matriks
metalloproteinaz-3(MMP-3)’ii azaltarak, nitrik oksid (NO), TNF alfa, IL-1, IL-6, IL-8 iizerine
inhibitor etki yapar. Bu ¢alismada, kafa travmasi modelinde diisiik ve yliksek dozlarda verilen
intraperitoneal doksisiklin'in, ti¢lincli giinde inflamasyon iizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, 4 ayr1 grup (sham, kontrol, diisiik ve yiiksek doz DOX) ve her
grupta 5 fare (n=5) olacak sekilde toplam 20 adet fare kullanilmistir. Hayvanlara 11 cm
ylikseklikten 75 gr serbest agirlik diisiiriilerek kafa travmasi modeli olusturulmustur. Travmadan
yarim saat sonra kontrol grubuna serum fizyolojik, diisiik doz grubuna 10 mg/kg ve yiiksek doz
grubuna 100 mg/kg intraperitoneal doksisiklin enjeksiyonu yapilmistir. Hayvanlar {igiincii giinde
sakrifiye edilerek beyin dokularindaki histopatolojik ve immiinhistokimyasal bulgular kontrol
grubuyla karsilastirilmistir.

Bulgular: IL-6 sinyal pozitifligi, 10 mg/kg DOX verilen grupta anlamli olarak azalmigtir
(p=0,003). 100 mg/kg DOX verilen grupta pozitif hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir, fakat bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,58).

Iba-1 (Iyonize kalsiyum baglayici adaptér molekiil-1) ile isaretlenen mikroglialarin hasarli
bolgeye gociiniin, kontrol grubuna gore 10 mg/kg ve 100 mg/kg DOX verilen gruplarda daha az
oldugu goriilmektedir (p=0,0001, p=0,003).

CD-3 sinyal pozitifligi ve pozitif hiicre sayisi, 10 mg/kg ve 100 mg/kg DOX verilen gruplarda
anlamli1 olarak azalmistir (p=0,00001, p=0,003).

Son olarak, diisiik ve yiiksek doksisiklin verilen travma gruplarinda, ilagsiz travma grubuna gore
daha yiiksek oranda apoptoza gitmeyen noéron ve glia oranlar1 goriildmiistiir.

Sonuc¢: Kafa travmasinda DOX kullanimi, akut néroinflamasyon ve mikroglia aktivasyonunu
inhibe ederek kafa travmasi sonrasi ortaya ¢ikan ikincil hasarin azaltmasinda etkin olarak

kullanilabilecek yeni bir tedavi yontemi olarak umut vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Travmatik beyin hasari, néroinflamasyon, mikroglia, doksisiklin
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ABSTRACT

Marjani S. Investigation of antiinflammatory effects of Doxycycline on experimental
traumatic brain injury model, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Neurosurgery, Ankara, 2020.

Introduction & Objectives: Traumatic brain injury (TBI) is one of the major causes of death
among young people in the world. TBI is an important public health problem in recent years and
is the most common cause of disability and death worldwide.

After the trauma, the response of the cells and the activated molecular pathways differ depending
on the time elapsed after the formation of damage. Microglia, acivates proinflammatory
cytokines such as TNF-o, IL-1p and IL-6. After the acute period, inflammasome (NLRP3), are
activated. As a result, the caspase enzyme, is transformed into its active form. Activated caspase-
1 stimulates the release of IL-1p and IL-18 cytokines, which play a role in inflammatory events.
Doxycycline is a Food and Drug Administration (FDA) approved antibiotic and can pass
through the blood-brain barrier and inhibits nitric oxide (NO), TNF alpha, IL-1, IL-6, IL-8.

In this study, we aimed to investigate the antiinflammatory effects of intraperitoneal doxycycline
given in low and high doses, on the third day after the head trauma in experimental traumatic
brain injury model.

Material & Methods: In this study, twenty male Swiss albino mice were divided into four
groups: sham (n=5), control (n=5), 10 mg/kg DOX (n=5) and 100 mg/kg DOX (n=5) injected
groups. Closed head trauma was performed by using weight drop model (75 gr, 11 cm). 30
minutes after the trauma, intraperitoneal saline was injected into the control group and
intraperitoneal 10 and 100 mg/kg DOX were given to the experimental (low dose, high dose)
groups. Histopathologic and immunohistochemical findings of the brain tissues were examined
and compared with the control group.

Results: IL-6 signal positivity significantly decreased in the group that received 10 mg/kg DOX
(p = 0.003). There was a decrease in the number of positive cells in the group given 100 mg/kg
DOX, but this decrease was not  statistically  significant (p=  0.58).
It is observed that the migration of microglia marked with Iba-1 to the damaged area is lower in
both groups given 10 mg/kg and 100 mg/kg DOX compared to the control group (p = 0.0001, p
=0.003).

CD-3 signal positivity and positive cell count decreased significantly in both groups given 10
mg/kg and 100 mg/kg DOX (p = 0.00001, p = 0.003).

Finally, the TUNEL (+) neuron and glia cell numbers with apoptosis decreased significantly in
both low and high DOX groups compared to the trauma group.

Conclusion: The use of DOX in head trauma has inhibited neuroinflammation and microglial
activation. Therefore, administration of doxycycline after traumatic brain injury is a novel
approach to effectively reduce secondery brain injury aggrevated by the acute
neuroinflammatory response.

Keywords: Traumatic brain injury, neuroinflammation, microglia, doxycycline
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1. GIRIS

Travmatik beyin hasar1 (TBH) diinyada genclerin 6nemli 61iim nedenlerinden biridir [1].
Travmatik beyin hasar1 beynin normal fonksiyonlarini bozan bir yaralanmadir [2]. Amerika
Birlesik Devletleri’'nde yillik yaklagitk 2.5 milyon hasta TBH nedeniyle acile bagvuru
yapmaktadir. Bunlardan yaklasik %87’si (2,200,000) ayaktan ve %11°1 (280,000) yatarak tedavi
edilmektedir. Her y1l yaklasik 50,000 kisi TBH nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir.

Insidans1 0-4 yasindaki cocuklarda, 15-19 yasindaki genclerde ve 75 yas iizerindeki yaslilarda
artis gostermektedir ve erkeklerde daha siktir [3].

Yaygin mekanizmalar arasinda dogrudan darbe, hizli akselerasyon/deselerasyon, delici
yaralanma ve patlama dalgalari bulunur. Bu mekanizmalar heterojen olmasina ragmen, hepsi
kafa igine aktarilan dis mekanik kuvvetlerden kaynaklanir. Ortaya ¢ikan hasar, fokal
kontlizyonlar ve hematomlarin yanm sira diffiiz aksonal yaralanma (DAH), beyin 6demi ve
siskinligi de icerir [4].

Travmaya sekonder beyin hasar1 2 fazdan olusmaktadir. Travma aninda gelisen hasar birincil
(primer) hasar olarak tanimlanmaktadir. Birincil hasarda kontlizyon, laserasyon, diffiiz aksonal
hasar, beyin sismesi ve intrakranial hemoraji gibi mekanizmalar hiicre oliimiine sebep
olmaktadir. Primer hasardan giinler hatta haftalar sonra gelisen, mekanizmasi daha karmasik olan
ve norolojik fonksiyon kayiplarina neden olan ikincil (sekonder) hasar meydana gelmektedir.
Ikincil hasarda kan beyin bariyerinin bozulmasi, sitokin iiretimi, ndroinflamasyon, oksidatif
stres, astrosit ve mikroglia aktivasyonu 6nemli mekanizmalar olarak bilinmektedir [5].
Travmadan sonra gelisen ikincil hasar kontrolsiiz bir sekilde birincil hasarin alevlenmesine,
ndrodejenerasyona ve gecikmis hiicre 6liimiine sebep olmaktadir [6].

Noroinflamasyon, bagisiklik sisteminin kafa travmasia verdigi hiicresel ve humoral yanittir;
hasart siirlamak ve hasarli hiicrelerin temizlenmesini ve/veya tamirini saglamaktadir. Ama
kontrolsiiz ndroinflamasyon doku hasar1 ve ndrolojik disfonksiyonlara neden olmaktadir [7] .
Travmadan sonra, hiicrelerin verdigi yanit ve aktiflesen molekiiler yolaklar hasar olusumundan
sonra gecen siireye bagl olarak farklilik gostermektedir. Hasar olusumunu takiben ilk 24 saatte
serbest oksijen radikallerinin {iretimi, mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasi, hasarl

hiicrelerdeki (mikroglia, astrosit ve noronlar) potasyum ve genetik materyalin hiicre disina



cikmasi ile beyin dokusunun Ozellesmis makrofajlari olan mikroglialar aktiflesir. Aktiflesen
mikroglialar tarafindan TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler salgilanir [8].

Akut donemin ardindan, dogal bagisiklik sisteminin pargasi olan ve ¢oklu protein kompleksinden
olusan inflamazomlar (NLRP3 gibi) aktive olur. Bunun sonucunda inaktif formda bulunan
kaspaz-1 enzimi, NLRP3 kompleksi tarafindan proteolitik yikima ugratilarak aktif formuna
donitistir. Aktiflesen kaspaz-1 ise inflamatuar olaylarda rolii olan IL-1B ve IL-18 sitokinlerinin
salinimini uyarir [9] .

Doksisiklin genis spektrumlu, ikinci nesil bakteriyostatik ve FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmis olan bir antibiyotiktir ve kan-beyin bariyerinden iyi
gecisi vardir [10] .

Doksisiklinin hiicresel strese bagli salginan matriks metalloproteinaz-3 ii ve buna baglh gelisen
apoptozu inhibe ettigi ispat edilmistir.

Ayrica doksisiklin mikrogliada MMP-3 ii azaltarak nitrik oksid (NO), TNF alfa, IL-1, IL-6, IL-8
ve siklooksijenaz 2 (COX 2) lizerinde inhibitor etki yapar [11] .

Daha 6nce doksisiklinin antiinflamatuar etkisi nérodejeneratif hastaliklarda (Multiple Skleroz,
Parkinson hastalig1, Prion hastalig1) incelenmistir. Ozellikle multiple sklerozda IFN-B ve MMP
’yi inhibe ettigi ispatlanmistir [12-14] .

Bu ilacin noroinflamasyon iizerinde antiinflamatuar etkisi bilinmesine ragmen travmatik beyin
hasarinda yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Travmatik beyin hasarinda bu ilacin etki
mekanizmalarini aydinlatmak ve gostermek icin baska calismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
Yapilan caligmalarda doksisiklinin diisiikk ve yiiksek doz arasinda antiinflamatuar etkinligi
acisindan diisik dozun daha etkili oldugu ve yan etki bakimindan daha uygun oldugu
goriilmustir [15] .

Calismamizda, deneysel fare kafa travmast modelinde, doksisiklinin travma sonrasi olusan akut
ndroinflamasyonda etkisinin olup olmadigmin arastirilmasi ve iki farkli antiinflamatuar dozda
verilen doksisiklinin inflamasyon ve ikincil hasar iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Travmatik Beyin Hasar1: Epidemiyoloji

Travmatik beyin hasari (TBH) dogrudan ¢arpmak, darbe, sarsinti, kalvaryumun ani akselerasyon
ve deselerasyonu veya penetran bir travmaya bagli gelisen ve norolojik disfonksiyonlara sebep
olan hasardir [16] . 2010 yilinda Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan
yapilan bir ¢aligmaya gore, ABD‘de 2002-2006 yillar1 arasinda yillik en az yaklasik 2.5 milyon
hasta TBH nedeniyle acile bagvuru yapmistir. Bunlardan yaklasik %87’si (2,200,000) ayaktan ve
%11°1 (280,000) yatarak tedavi edilmis olup, %2’si (52,000) hayatin1 kaybetmistir. TBH’lerde
oliimle sonlanmayanlar en sik diisme, motorlu ara¢ kazalar1 ve kafaya sert cisim isabeti; oliimle
sonlananlar ise en sik diigme ve intihar nedeniyle gergeklesmistir [3]. 2014 yil1 i¢in 2.87 milyon
acil basvurusu olarak Onceki senelere gore artmistir. Bu yilda ABD’de yaklasik 812,000
pediatrik travmatik beyin hasar1 gerceklesmistir [16] . ABD’de TBH en sik 0-4 yas arasindaki
cocuklarda, 15-19 yas arasindaki adolesanlarda ve 75 yas iistii eriskinlerde goriilmektedir [3] .
Yapilan ¢aligmalarda kadin-erkek orani 1:3 olarak bildirilmistir. Fakat 65 yas listlii ve 4 yas
altinda olan hastalarda kadmn-erkek orani farklilik gostermemistir [17, 18]. Tim yas gruplari
arasinda 75 yas istii olan hastalarda hastanede yatis ve mortalite oranlarinin en yiiksek oldugu
bildirilmigtir [18] .

Halk arasinda travmatik beyin hasarinin en sik nedenleri sirayla; diismeler (%35), motorlu tasit
kazalar1 (%18), kafaya hareketli veya hareketsiz bir cismin ¢arpmast (%17), saldir1, siddet ve
intihardir. 14 yasin alt1 ve 65 yasin iistiinde diigmeler beyin travmasinin en sik nedeniyken, 15-34
yas arasinda motorlu tasit kazalar1 TBH’nin en sik sebebidir [16] .

Baska bir caligmada genel olarak TBH’lerin %60’ 1in trafik kazalarina, %20-30’unun diigmelere,
yaklasik olarak %10 unun siddete maruz kalma, kalan %10 unun ise is ve spor kazalarina baglh
oldugu tespit edilmistir [19]. ABD’de TBH ile iliskili sakatlik tahmini olarak 3.2 — 5.3 milyon
kisiyi etkilemektedir (niifusun %1-2’si) [20, 21] .



2.2 Travmatik Beyin Hasar1: Tiirleri Ve Simiflandirmasi

TBH sonras1 biling diizeyinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan skala Glasgow Koma
Skoru (GKS) ve post travmatik amnezinin (PTA) siiresidir. GKS’ye gore TBH, hafif, orta ve
siddetli olarak degerlendirilmektedir. 14-15 hafif beyin travmasi, 9-13 olmasi orta ve 3-8 olmasi
agir beyin hasarini gostermektedir [22] . Agir siddette TBH de (GKS: 3-8) hasta komadadir; goz
acmasi ve emirlere uymasi yoktur, ikincil beyin hasariin (hipoksik hasar, beyin sismesi) gelisme
riski yiiksektir. Orta siddette travmada (GKS: 9-13) hasta letarjik iken, hafif travmalar (GKS: 14-

15) siklikla tam ndrolojik iyilesme ile sonuglanmaktadir [23] .

Tablo 2.1. Glasgow Koma Skalas1

Glasgow Koma Skalasi (EsMeVs)

Go6z Acikhigl Motor Tepki Sozel Cevap
Spontan 4 | Komutlara Uyuyor | g |Oryante 5
Sozel Uyari 3 | Agriya Lokalize 5 | Uyumsuz ve 4

kendiliginden yanit
Agrili Uyari 2 | Agriya Geri Gekme | 4 | Birbiriyle bagimsiz | 3
kelimeler
Tepki yok 1 |Anormal Fleks. 3 inlemeler -muriltilar 2
Anormal Eks. 2 | Cevap yok 1
Tepki yok 1

TBH, bilin¢ kayb1 ve post travmatik amnezinin (PTA) siiresine gore de siniflandiriimaktadir.
Buna gore, hafif travmatik beyin hasar1 biling kaybinin 1 saatten ve PTA’nin 24 saatten kisa
stirmesi; orta siddette beyin hasar1 biling kaybmin 1-24 saat ve PTA’nin 1-7 giin stirmesi; agir
hasar ise biling kaybinin 24 saatten ve PTA’min 7 giinden daha uzun siirmesi ile

tanimlanmaktadir [24] .



Tablo 2.2. Post travmatik amnezi siniflandirmasi[25]

ﬁ mMild = 24 hours

< 24 hours

0-30 min

hModerate 9-12 > 24 hours =30 min >24 hours
<24 hours <7 days

Severe 3-8 =24 hours z 24 hours =7 days

GCS=Glasgow Coma Score AOC= Alteration of consciousness

LOC= Loss of Consciousness PTA= Post-traumaticamnesia

TBH, fokal bir lezyonun (kitle) olup olmadigina gore de siniflandirilabilmektedir. Buna gore
kontiizyon, subdural ve epidural hematom ve intraparankimal hematomlar fokal hasarlar olarak;
diffiz aksonal hasar ve hipoksik-iskemik hasarlar ise diffiiz yaralanmalar olarak
smiflandirilmaktadir. Fokal yaralanmalarin mortalitesi yaklagik %40, diffiiz yaralanmalarin ise
%?25 olarak bilinmektedir [23] .

Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG) kullanilarak yaralanma
paternleri incelenerek anatomik siniflamalar yapilabilir ve hastalarin hasar riskleri, ge¢ ndrolojik
kotiilesme ve kotii prognoz riskleri ongoriilebilmektedir. 1991°den bu yana kullanilan ve
radyolojik goriintiilerde kitle lezyonu olup olmamasi ile kafa i¢i basing artig1 bulgularina gore
derecelendirme yapilan Marshall skoru 2005 yilinda giincellenerek Rotterdam Skoru olarak

yeniden isimlendirilmistir [26, 27].



Tablo 2.3. Beyin hasarinin BT bulgularina gore siniflandirilmast: Rotterdam[28]

BULGU SKOR
BAZAL SISTERNLER

Normal 0
Komprese 1
Silik 2
ORTA HAT SIFTI

<S5mm 0
>5 mm 1
EPIDURAL KITLE LEZYONU

Var 0
Yok 1
INTRAVENTRIKULER KAN VEYA SAK

Yok 0
Var 1

Sum score +1

Toplam 1-6

2.3. Travmatik Beyin Hasari: Tani, Klinik, Prognoz

2.3.1. Fokal Beyin Hasar1: Fokal beyin hasarlar1; hematomlar ve kontiizyonlar ile
sonug¢lanmaktadir.

2.3.1.1. Epidural Hematom

Epidural hematom (EDH), travma sonrasi dura materin dig tabakasi ile kafatasinin i¢ tabulasi
arasindaki potansiyel bosluk icine ortaya ¢ikan kanamalardir. Acil miidahale gerektirebilecek ve
tedavi edilmezse 6nemli morbidite ve mortalite ile iligkili olabilen ve hayati tehdit eden bir
durumdur. Hizli tan1 ve tedavi iyi bir sonug i¢in énemlidir [29] .

Epidural hematom, tiim kafa yaralanmalarinin % 2'sinde ve tiim oliimciil kafa travmalarinin %
15'inde goriliir. Erkekler kadinlardan daha sik etkilenir. Ayrica, ergenlerde ve geng yetiskinlerde
goriilme siklig1 daha yiiksektir. Bireyin yast ilerledik¢e dura mater, iistteki kemige daha fazla
yapisir. Bu, kafatasi ile dura arasindaki alanda hematom gelisme riskini azaltir [30] . Cogu
epidural hematom, orta meningeal arterin yaralanmasina bagl ortaya ¢ikar. Arteriyel kaynakli

EDH en sik temporoparietal kiriklar ile birlikte gortliir [31, 32] . EDH'lerin % 10’u dural venoz



sinilistin yirtilmasma baglhidir. Yetiskinlerde, EDH'lerin %75 kadar1 temporal bolgede goriiliir.
Bununla birlikte, cocuklarda temporal, oksipital, frontal ve posterior fossa bolgelerinde benzer
siklikta goriiliirler [32] .

Radyolojik bulgularina gore ii¢ tipe ayrilir: tip I (akut) birinci glinde goriiliir ve pithtilagmamis
kan icermektedir, tip II (subakut) 2-4 giinler arasinda goriiliir ve kat1 kandan olusmaktadir, tip III
(kronik) 4-20 giinler arasinda goriiliir ve liisent bir goriiniimii vardir [33] .

Jacobson tarafindan tanimlanmis olan epidural kanama kliniginde travma sonras1 ortaya ¢ikan
biling kaybi sonrasinda kisa siireli bir diizelme “lucid interval” ve ardindan tekrar hizli bir

kotiilesme goriiliir [34] .

2.3.1.2. Subdural Hematom

Subdural hematom (SDH), hizli akselerasyon ve deselerasyon travmalardan sonra dura ve
araknoid arasinda gelisen kanamadir ve beynin yiizeyel veya koprii venlerinin zedelenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir [35] . Vendz kanama genellikle kafa i¢i basing artisi (IKB) veya pihtt
tarafindan dogrudan kompresyonla durdurulur. Arteriyel SDH ise vakalarin % 30'unu olusturur
ve genellikle kiiciik (<1 mm capinda) kortikal arterlerin riiptiiriinden kaynaklanir [23] . Arteriyel
riiptiirden kaynaklanan SDH’ler daha ¢ok temporoparietalde bulunurken, venlerin yaralanmasina
bagli olan SDH’ler daha ¢ok frontoparietal bolgede bulunmaktadir [36]. Subdural hematom;
akut, subakut ve kronik olmak iizere iice ayrilir. Klinikte akut SDH travmadan sonraki ilk 3

giinde, subakut 3-21 giinde ve kronik SDH ise 21’inci giinden sonra ortaya ¢ikmaktadir [37] .

Tablo 2.4. Subdural hematom siniflandirmasi

TiP GUN ICERIK BT
Akut 0-2 Pihtilagsmis kan Hiperdens
Subakut 2-14 Pihtil kan Izodens

Kronik >14 Kan Hipodens




Sekil 2.1. Beyin BT de yarim ay sekilli akut subdural hematom (soldaki sekil). Beyin BT de
bikonkav, lentikiiler epidural hematom (sagdaki sekil)

2.3.1.3. Kontiizyon
Kontilizyonlar, travmadan sonra beyin korteksinde ortaya ¢ikan ve etrafinda 6dem olusan

mikrokanamalardir. Kontiizyonlar ¢gogunlukla travma esnasinda beynin kemiklerle yakin temas
eden bolgelerinde (frontal lob, inferior temporal lob) olugmaktadir [38]. Kontiizyonlar tipik
olarak etkilenen alana bagli olarak degisken derecelerde norolojik defisitlere neden olur. Nadiren
kontiizyonlar, c¢evreleyen beyin dokusu 6demi ve hematom nedeniyle kitle etkisine neden

olabilirler [24] .
2.3.1.4. intraserebral Hematom

Intraserebral hematomlar (ISH); tiim travmatik intrakraniyal hematomlarin %20’sini olusturup
genellikle biiyiik lober kontiizyonlarla birlikte goriilirmektedir. Iyi smirli homojen gériiniimde
hemorajik lezyonlarda dncelikle ISH diisiiniilmelidir. ISH’lerin ¢ogu temporal ve orbitofrontal
loblarda goriilmektedir. ISH’ler en sik atesli silah yaralanmasi, delici travmalar ve kafatasmin
cokme kiriklar1 gibi fokal kafa travmalarinda goriiliir. Kronik antikoagiilan tedavi almakta olan
hastalarda hafif kafa travmasiyla bile ISH gelismesi riski vardir [39] .

Agir travmalarda, hematomun igerdigi kanin 50 ml’den fazla olmasi, yliksek mortalite ile
iliskilidir [40] .



Sekil 2.2. Epidural hematom, b. Subdural hematom, ¢. Kronik subdural
hematom, d. intraserebral hemoraji, e. Diffiiz aksonal hasar, f. Travmatik SAK

Epidural

Sekil 2.3. intrakranial kanama tiirleri (Amber Bucker, https://radiologyassistant.)
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2.3.2. Diffiiz Beyin Hasar1: Diffiiz beyin yaralanmalar1 TBH’nin en sik goriilen tipidir.

2.3.2.1. Diffiiz Aksonal Hasar

Diffiiz aksonal hasar (DAH), travmatik beyin hasarinin (TBH) en yaygin ve 6nemli patolojik
ozelliklerinden biri olarak ortaya ¢ikmistir. Beyaz cevherdeki aksonlar, TBH sirasinda beynin
mekanik yiliklenmesi nedeniyle yaralanmaya karsit 6zellikle savunmasiz gibi goriinmektedir.
Yaralanmanin siddetine gore, biling kayb1 veya konflizyon olarak ortaya ¢ikabilir ve koma veya
kognitif islev bozuklugu olarak devam edebilir. Diffiiz aksonal hasar (DAH), travmadan sonra
gelisen persistan komadan sorumludur ve morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerden

biridir [41] .

Tablo 2.5. Diffiiz aksonal hasarin néropatolojik siniflandirmasi

DERECE LEZYONUN YERI
I Serebral hemisferlerin parasagital beyaz cevherinin aksonal hasari
II Grade I'e ek olarak korpus kallosumda fokal lezyon
111 Grade II'ye ek olarak serebral pedinkiilde fokal lezyon
2.3.2.2. Konkiizyon

Konkiizyon, diffiiz beyin hasarinin en hafif formudur. Belirgin bir mekanik temas olmaksizin
kafanin rotasyonel akselerasyonu nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Klasik formunda hastalarda
gecici biling kaybi goriiliir. Hasarin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir, fakat travma
esnasinda aksonlardaki gerilmeye bagli akson iyon kanallar1 disfonksiyonlar1 suglanmaktadir

[34,42].

2.4. Travmatik Beyin Hasarinda Goriintilleme Yontemleri

Bilgisayar tomografisi (BT) ile goriintiileme ve manyetik rezonans goriintileme (MRG) TBH

hastalarin baslangi¢ degerlendirmelerinde onemlidir. BT, diffiiz aksonal yaralanma, kortikal
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kontiizyonlar ve beyin sap1 yaralanmalar1 gibi nonhemorojik lezyonlarin saptanmasinda daha
yararlidir. BT ve MR; diffiiz aksonal yaralanmanin siddetini, vaskiiler kesinti ve anoksik beyin
yaralanmas1 gibi sekonder komplikasyonlarin siddeti hususunda kisith bilgi verir. Diffiizyon-
agirhkli MR goriintiilemede su difflizyonun dogrultusu tayin edilerek, beyaz cevher
traktuslarinin lokalizasyonu, yonii ve biitiinliigli belirlenir. Bu yontemin serebral 6dem ile
karakterize metabolik veya hipoksik ensefalopatilerde ve TBH de klinik uygulamalar1 mevcuttur.
Perflizyon MRG’de kan volumii ve akim hizi tayini yapilir. Yani sira lezyon yayilimini, siddeti
ve iyilesmeyi degerlendirme olanagi verir, reversibl/irreversibl beyin hasarinin ayirt edilmesini
saglar [43] .

Fonksiyonel MRG’de oksijenize olan ve olmayan kan akimlariin yarattig1 manyetik 6zelliklerin
farkliligindan yararlanilarak bolgesel kan akiminin incelenmesi yoluyla haritalanmasi saglanir.
Fonksiyonel MRG akut ve uzun siireli defisitle iliskili olan noropatolojik degisiklikler ve biling
hasar1 olan hastalarda fonksiyonel iyilesme ve rezidiiel engelliligin derecesi arasinda iliski
kurabilir [44] .

Brenner ve arkadaglari proton MRS (spektroskopi) kullanilarak uzun doénem nérolojik ve
noropsikolojik sonuclarin tahmin edilebilirligini arastirmiglar, yaralanma sonrast proton MRS
sonucu 1-7 yil sonras1 norolojik, entellektiiel ve ndropsikolojik testler ile karsilagtirilmis ve
proton MRS’nin infant ve ¢ocuklarda TBH sonrasi uzun dénem sonuglarinda dogru tahmin
yapilmasina yardimct oldugu bildirilmistir. Proton MRS’nin klinik uygulamasi beyin
yaralanmasinda sonucun tahminini de icermektedir. Proton MRS 06zellikle TBH’de iskemi
siddetini degerlendirmede (6zellikle sonu¢ tahmini ile iliskili olarak) faydali gériilmektedir [45,
46]

2.5. Yapilan Calismalara Gore Travmatik Beyin Hasarinda Onerilen Tedaviler

Travmadan sonra tedavi 3 basamaktan olugmaktadir; basit, orta ve agir tedavi. Basit tedaviler,
olay yerinde yapilmasi gereken uygulamalardir (hava yolu saglanmasi, ventilasyon, sivi
replasmani, hipotansyon ve hipoperfiizyondan kaginilmasi). Orta tedaviler, hiperventilasyon,
mannitol ve hipertonik salin gibi tedavileri icermektedir. Agir tedavi ise barbitiirat komas1 ve

dekompresyon kraniyektomi den ibarettir [47].
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2.5.1. Hipertonik salin

TBH tedavisinde ilk kez 1919’da kullanilmistir. Sodyumun kan-beyin bariyerinden diisiik
gecirgenligi vardir. Ayn1 zamanda kan viskozitesini azaltir. Bu, serebral kan akisini stirdiirmek

icin kompansatuar vazokonstriksiyona yol agarak serebral kan hacmini ve kafa i¢i basincinm

azaltir [48] .

2.5.2. Mannitol

Mannitol bazen beynin akut sismesini azaltmak i¢in kullanilir, fakat siddetli TBH'nin tedavisinde
mannitoliin devam edip etmemesi hala tartismalidir [49] . Yapilan bir ¢alismada, mannitol,
sicanlarda noroinflamatuar yanitt ve kalpain aktivitesini onemli 6l¢iide azalttigr goriilmistiir,

ama bu etki hipertonik saline gore daha az bulunmustur [50] .

2.5.3. Magnezyum

Magnezyum, NMDA-reseptorleri, kalsiyum kanallar1 ve néron membranlari iizerindeki aktivitesi
nedeniyle potansiyel bir terap6tik aractir [51] . Hayvan ¢aligmalari, magnezyumun TBH sonrasi
kognitif ve sensorimotor fonksiyonlarmin iizerindeki yararli etkilerini gostermistir. Fakat

insanlar {izerine etkili oldugu daha ispat edilmemistir [52] .

2.5.4. Steroidler

Kortikosteroidler, IKB'yi azalttig1 diisiiniildiigii i¢in yaklasik 30 sene kafa yaralanmalarini tedavi
etmek i¢in kullanild1 [53] . Fakat sonradan kortikosteroidlerin TBH’de etkili olmadigi ve rutin
olarak kullanilmamas1 gerektigi ispat edilmistir [54, 55] .

2.5.5. Kalsiyum Kanal Blokerleri
Kalsiyum kanal blokerleri (kalsiyum antagonistleri) yaralanma sonrasi serebral vazospazmi
onleyerek beynin kan akisini korumak icin kullanilmistir [56]. Nimodipin bu ailenin en iinli ve

iizerine en fazla ¢aligilan iiyesidir. Bu ilacin etkisi hala tartismalidir [57] .
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2.5.6. Dekompresif Kraniotomi ve Kraniektomi

Dekompresif kraniotomi, konvansiyonel tedavi yontemlerine cevap vermeyen yiiksek IKB
tedavisinde kullanilir. Kraniumun bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasiyla, travma sonrasi IKB

artisinin tedavisi i¢in efektif bir strateji olarak uzun yillardir kullanilmaktadir [58] .

2.5.7. Barbitiiratlar

IKB artis1, agir TBH'nin &nemli bir komplikasyonudur ve yiiksek mortalite ile iligkilidir.
Barbitiiratlar, serebral metabolizmay1 baskilayarak IKB'yi azaltir, boylece serebral
metabolizmay1 ve serebral kan hacmini azaltir. Bununla birlikte, barbitiiratlar kan basincini

azaltt1g1 i¢in serebral perfiizyonu olumsuz etkileyebilir [59] .

2.5.8. Diger Ilaclar
Beta 2 reseptorleri, progesteron, hipotermi, rekombinant faktor VIla, serbest radikal
temizleyiciler, monoaminerjik agonistler (metilfenidat).

Bu ilaglarin olumlu ve olumsuz etkileri tartismalidir [60-67] .

2.6. Travmatik Beyin Hasarimin Mekanizmasi

TBH’ye neden olan mekanizmalar hasarin boyutu ve tipini belirler. Travma, kabaca kiint
(agik/kapali) ve penetran olmak iizere ikiye ayrilabilir. Kuvvetin dogasi, yaralanmanin tipi,
darbenin biiyiikliigii ve siiresi onemlidir. TBH’lerde, genellikle birden fazla mekanizmayla hasar

ortaya ¢ikmaktadir [39] .

Kafa travmasi sonrasi prognoz 2 ayr1 mekanizma tarafindan belirlenmektedir. Travma esnasinda
gelisen hasar primer hasar olarak bilinmektedir. Travma esnasinda baslayan ve ge¢ donem
norolojik disfonksyonlarina sebep olan hasar ise ikincil hasar olarak bilinmektedir. Bu fazda
hasta hipoksi, hipotansiyon, beyin édemi ve artmis kafa i¢i basincinin etkileri sonucu ortaya

c¢ikan ikincil hasarla kars1 karsiya gelir [68] .



Primary Injury

Secondary Injury

Oxidative Stress Disruption BBB Inflammation
* Free radicals * Hypoxia * CKS
% Lipid oxidation % Ischemia * NO
* MS * PGI
% 1 Microglial cells
* tAstrocytes

Excitotoxicity Cell death
* Glu * CDP3
* NMDA * CID
* Ca

% & Synaplic dysfunction

Sekil 2.4. TBH nin patofizyolojisi [69]

N
Time
—
Seconds,
minutes
or days
Primary injury Secondary injury
Skull lacerations Due to:
Skull fractures Increased intracranial pressure
Contusions Hypoxia
Cerebral lacerations Hypotension
Intracranial hemorrhage Hypothermia
Diffuse axonal injury Electrolyte disturbances (Na, Ca, K)
Toxic amino acids
Oxygen radicals
e

Sekil 2.5. TBH’de primer ve sekonder hasar [69]
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2.6.1. Primer (Birincil) Hasar

Primer beyin hasar1 travma esnasinda olusur. En sik sebep olan mekanizmalar; dogrudan darbe,
ani akselerasyon deselerasyon, delici ve patlayici yaralanmadir. Bu mekanizmalar heterojen olsa
da dis kuvvetlerin etkisiyle kafa i¢i yaralanmaya neden olmaktadir. Hasar, kontiizyon ve
hematomlar ve diffiiz aksonal hasar ile serebral 6dem ve sisme ile sonuglanir [31] .
Kontlizyonlar, en sik karsilagilan lezyonlardir. Kontiizyonlar, 06zellikle akselerasyon
deselerasyon mekanizmasiyla olusur ve frontal ve temporal bolgelerde sik goriiliir.

Diffiiz aksonal hasar, beyaz cevher yollarinda ¢oklu kiigiik lezyonlar seklinde goriiliir. Agir
diffiiz aksonal hasar durumunda hastalar tipik olarak kafa i¢i basing artmaksizin koma
durumunda olur ve ¢ogunlukla prognoz koétii seyretmektedir.

Ekstraaksiyal hematomlar ise genellikle yiizeyel serebral katmanlari ilgilendirir; subdural,
epidural ve subaraknoid kanama (SAK). Epidural hematomlar (EDH) hemen her zaman kafatas1
kirigina bagli orta meningeal arter yaralanmasina sekonder ortaya ¢ikar ve ¢ogunlukla bikonveks

seklindenir [32] .

Subdural hematomlar (SDH), kortikal yiizeylerden gecen dural vendz siniislere agilan koprii
venlerin yaralanmasina sekonder ortaya c¢ikar. Bu kanamalar yarim ay sekillidir [36] .
Subaraknoid kanama (SAK), kii¢iik pial damarlarin yaralanmasi sonucu olusur ve siklikla

sylvian fissiir ile interpedinkiiler sisternlerde goriiliir [27, 70] .

2.6.2. Sekonder (ikincil) Hasar

Birincil hasarin sonuglanmasiyla etkisi saatler, giinler hatta aylar siiren karmasik biyokimyasal,
fizyolojik olaylar1 igeren ve travma sonrasi ndrolojik fonksiyon kayiplarina énemli 6l¢iide neden

olan ikincil hasar siireci baslar [71] .

TBH sonrast oncelikle doku hasari, beyin kan akiminda ve metabolizmasinda bozulma goriiliir.
Gelisen iskeminin sonucunda aneaerobik glikolizin devreye girmesiyle birlikte dokuda laktat
birikir, hiicre zar1 gecirgenligi bozulur ve 6dem meydana gelir. Anaerobik metabolizma devreye
girdigi icin mevcut ATP depolar tiiketilir ve enerji bagimli iyon pompalar1 c¢aligamaz.

Patofizyolojik kaskadin ikinci asamasi ise eksitatuvar norotransmitterlerde (6r: glutamat,
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aspartat) asirt salinim, N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin ve voltaj bagimli kalsiyum ve
sodyum kanallarinin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan terminal membran depolarizasyonu ile

karakterizedir.

Katabolik siire¢ tetiklenir. Kalsiyum, lipid peroksidaz, proteaz ve fosfolipazlari aktive eder ve
serbest yag asitleri ile hiicre i¢i serbest oksijen radikali artig1 goriiliir. Buna ek olarak kaspazlarin,
translokazlarin ve endoniikleazlarin aktivasyonu hiicre membraninda ve niikleozomal DNA’larda
DNA fragmantasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinda bozulmalar gibi yapisal degisikliklere
neden olur. Bu mekanizmalara bagl olarak damar ve hiicre yapilarinda bozulmayla birlikte

nekrotik veya programlanmig hiicre 6liimii (apoptoz) ortaya ¢ikar [72, 73] .

Tablo 2.6. Sekonder beyin hasarindan sorumlu olaylar

Sistemik intrakraniyal

Hipoksemi Hematom  (ekstradural, subdural,
intraparenkimal)

Arteriyel hipotansiyon Beyin édemi

Hiperkapni intrakraniyal hipertansiyon

Siddetli hipokapni Serebral vazospasm

Ates Intrakraniyel enfeksiyon

Hiponatremi Epilepsi / ndbet

Anemi Serebral iskemi

Dissemine intravaskiiler koagiilopati Hematomun genislemesi, yeni
hematomlar
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2.7. Travmatik Beyin Hasarimin Spesifik Patofizyolojisi

2.7.1. Serebral Kan Akimi

Daha once yapilan calismalarla, travmadan sonra gelisen sistemik hipotansiyon ile kotii prognoz
arasindaki iligki ortaya konmustur. Hipotansiyon ataklarmin sayis1 ve siiresi ne kadar artarsa,
mortalite ve morbidite o kadar artmaktadir [74] .

Serebral iskeminin mevcut oldugu zaman, toplam iskemik alan beyin hacminin %10’undan az
bile olsa, 6liim veya vejetatif durum gibi kotii ndrolojik sonuglarla iliskilidir [72] .

TBH ve iskemik serebrovaskiiler olaymn (SVO) patofizyolojisi benzerlikler gosterse de ikisi
arasinda major farkliliklar bulunmaktadir. TBH’li hastalarda doku hasarina neden olan serebral
kan akimi (SKA) degeri 15 ml/100g/dk iken iskemik inmede 5-8.5 ml/100g/dk’dir. Serebral
iskemi daha ¢ok metabolik stres ve iyonik degisikliklere neden olurken, kafa travmasi ek olarak
beyin dokusunda ndronlar, astrositler, mikroglialar ve serebral mikrovaskiiler ve endotelyal
diizeylerde hasarlanmaya neden olur [72].

Serebral kan akimi travmatik beyin hasarini takip eden giinlerde belirgin degisiklik gdsterir.
TBH’a yanit vakadan vakaya farklilik gosterse de temel olarak tanimlanmis 3 farkh

hemodinamik dénem bulunmaktadir [75] .

2.7.1.1. Hipoperfiizyon Faz1 (Faz 1, ilk giin)

TBH’yi takip eden ilk 24 saat serebral hipoperflizyon ile karakterizedir. Her ne kadar SKA
azalsa da transkraniyal doppler ile bakilan orta serebral arter kan akimi hizi, arteriovendz oksijen
farki, oksijen icerigi ve arterio-jugular fark normaldir. Hipoperfiizyon fazi1 esnasinda oksijenin

serebral metabolik hiz1 (SMHO»), normalin yaklasik %50'sidir. Azalan kan akimindan patolojik
mikrosirkiilatuar direncin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. AVFOy'nin (arteriovendz oksijen

farki ) normal olmasi, bu fazda serebral kan akimi ile serebral metabolizma hizinin dengede

oldugunu gostermektedir [76] .
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2.7.1.2. Hiperperfiizyon Fazi (Faz 2, 1-3 giin arasi)

Birinci giinden sonra serebral kan akimi artar. AVFO2 ‘de diisiis ve juguler bulbus oksijen
saturasyonunda artma goriiliir. Motor skorda diisiis baslar. Bu fazda rolatif kan akimi
gereksinime bagli olarak hem rolatif hiperemi, hem de serebral kan akimi normal degerin

iizerinde oldugu i¢in kesin hiperemi vardir. Orta serebral arter kan akim hiz1 artar.

2.7.1.3. Vazospazm Faz1 (Faz 3, 4-15 giin arasi)

Travma sonrasi serebral vazospazm, hastanin nihai prognozunu belirleyen 6nemli bir faktordiir.
Travma sonrasi vazospazm ile hipoperfiizyonun zamansal profili ve kapsami, anevrizmal
subaraknoidal kanamadan sonra meydana gelen vazospazmdan farklidir. Post travmatik
vazospazm 2-15 giinler arasinda ortaya cikabilir ve hastalarin %50 sinde hipoperfiizyon
goriilmektedir.

Azaltilmis potasyum kanal aktivitesine bagli kronik vaskiiler diiz kas depolarizasyonu, nitrik
oksitte azalmaya bagli endotelin salgisi, vaskiiler diiz kasta siklik GMP tiikkenmesi, prostaglandin
kaynakli vazokonstriiksiyonun kuvvetlendirilmesi ve serbest radikal olusumu, vazospazmin

mekanizmalari olarak diistiniilmektedir [72].

2.7.2. Serebrovaskiiler Otoregiilasyon ve CO Reaktivitesi

Yeterli serebral kan akimi (SKA) saglamak i¢in iki mekanizma bulunmaktadir; serebrovaskiiler

otoregiilasyon ve vaskiiler reaktivite (CO-reaktivitesi). TBH’de, bu mekanizmalarin bozuldugu

duruma sekonder beyin hasarinin riski artmaktadir. Serebral perfiizyon basinci 50-150 mmHg

seyrettigi halde SKA sabit seyretmektedir [72] .

Travmatik beyin hasar1 sonras1 SKA otoregiilasyon mekanizmasi serebral perfiizyon basincini
arttirmak veya azaltmak icin vaskiiler yapilarda daralma veya genisleme mekanizmalar
saglmaktadir. Bu mekanizmalar TBH sonrasinda bozulur ve bu hatali serebral kan akimi
otoregiilasyonu travmadan hemen sonra veya zaman igerisinde gelisebilir ve travmanin

siddetinden bagimsiz olarak gegici veya kalici olabilir. Otoregiilatuar vazokonstriksiyon,
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vazodilasyona gore tedaviye daha direnglidir ve bu nedenle diisiik serebral perfiizyon basincina

bagli hasarlar daha sik goriilmektedir [77] .

Siddetli beyin travmali ve prognozu kétii olan hastalarda CO, reaktivitesi travma sonrasi erken
donemde bozulmus iken, hiperemik durumlarda ¢cogu kez artmistir ki bu durum intrakranial

basing tedavisinde alternatif olusturmaktadir [78] .

2.7.3. Serebral Vazospazm

Serebral vazospazm travmanin bir sonucu olup morbidite ve mortaliteyi onemli oOlgiide
etkilemektedir. Vakalari 1/3’{inde goriiliir ve siddetli parankimal harabiyete sebep olur. Travma
sonras1 vazospazm ile hipoperfiizyonun zamansal profili ve kapsami, anevrizmal subaraknoidal
kanamadan sonra meydana gelen vazospazmdan farklidir. Post travmatik vazospazm 2-15 giinler

arasinda ortaya ¢ikabilir ve hastalarin %50 sinde hipoperfiizyon goriilmektedir [73] .

2.7.4. Serebral Oksijenizasyon

Travmatik beyin hasar1 sonrasi serebral perfiizyon ve oksijenizasyonun bozulmasi hipoksiye
sebep olur ve bu silire¢ uzun silirerse sonu¢ geri doniisii olmayan enfarkttir [79] . TBH’li
hastalarda beyin dokusu oksijen basinci (PtO2) kritik diizeyi 15-10 mmHg olup daha altindaki
degerlerde noral doku enfarkti olusur. Bu nedenle beynin optimal oksijenizasyonun devamini

saglamak kritik 6nem tagimaktadir [80] .

2.7.5. Serebral Metabolik Disfonksiyon

Glukoz beynin kullanabildigi en 6nemli enerji kaynagidir. Beyin tiim viicut glukozunun yaklagik
%25’ini kullanir. ATP olarak olusturulan bu enerji oksidatif fosforilasyon olarak bilinir ve
gerceklesmesi i¢in  glukoz, oksjen ve serebral perfiizyon basincinin dengede olmasi

gerekmektedir. Arteryel kandaki oksijen diizeyinin diismesi veya serebral kan akimin azalmasi



20

gibi durumlarda oksidatif metabolizma yerine beyinde anaerobik glikoliz ortaya ¢ikar. Anaerobik
glikoliz esnasinda ortaya ¢ikan laktat nedeniyle fizyolojik pH bozulur ve asidoza bagh
vazodilatasyon meydana gelir. Bu mekanizma ile serebral kan akim arttirilmaya ¢alisilir. Her ne
kadar baslangicta faydali gibi goriinsede uzun donemde bu mekanizma beynin aleyhine

caligmaya baslar [81] .

2.7.6. Serebral Odem

Travmatik beyin hasarinin ardindan beyin 6demi sik goriilen bir durumdur. Sitotoksik ddem,
astrositlerin ve mikroglialarin intraselliller kompartmanlarinda su birikimi ile karekterizedir.
Sitotoksik 6dem, iyonlar i¢in artan hiicre zar1 gegirgenligi, enerji azligina bagli iyonik pompa
arizasi ve osmotik olarak aktif ¢6ziinen maddelerin hiicreye geri alimi sonucu meydana gelir[82].
Vazojenik beyin 6demi, beyin damarlarmin endotelyal hiicre tabakasinin mekanik, otoimmiin
veya fonksiyonel olarak bozulmasiyla karakterizedir. Serebral vaskiiler endotelyal duvarin
biitiinliigiiniin bozulmasi intravaskiiler kompartmandan ekstraselliiler kompartmana kontrolsiiz
iyon ve protein transferine neden olur ve su birikimi ile sonuglanir [83] . TBH sonras1 hastalarda

sitotoksik 6dem vazojenik 6deme gore daha sik goriilmektedir [83] .

2.7.7. Nekroz ve Apoptoz

TBH sonrasinda iki farkli hiicre oliimii goriiliir; nekroz ve apoptoz (programlanmis hiicre
oliimii). Nekroz, mekanik veya iskemik/hipoksik doku hasari ile asir1 artmig norotransmitterler
ve metabolik disfonksyon durumuna sekonder meydana gelir. Sonrasinda fosfolipazlar,
proteazlar ve lipid peroksidazlar biyolojik zarlar1 otolize ugratir. Ortaya ¢ikan hiicre kalintilari
antijen olarak taninir, inflamatuar siireglerle ortadan kaldirilir ve geriye skar dokusu kalir. Ancak
apoptoza giden ndronlar, travma sonrasinda morfolojik olarak intakt olup fizyolojik membran
potansiyeli olusturabilecek yeterli ATP {iretimine sahiptirler. Apoptoz primer hasardan saatler
veya gilinler sonra belirginlesir. Hiicre i¢inde olusan apoptotik cisimcikler sisen hiicrelerden
ekzositoz ile uzaklastirilir. Apoptozun dogas1 genellikle enerji destegi ve dogal olarak meydana
gelen pro- ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengesizligi gerektirir. Kaspazlarin ardigik

aktivasyon ve deaktivasyonu programlanmis hiicre 6liimiiniin en énemli mediatorleridir [84, 85]
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2.7.8. inflamasyon

TBH, iskemi-reperfiizyon hasarina benzerlik gosteren karmasik bir dizi immiinolojik ve
inflamatuar doku yanitin1 indiikler. Hem birincil hem de ikincil hasar, proinflamatuar sitokinler,
prostaglandinler ve serbest radikallerin salinmasini aktive eder [86, 87].

Tiimdr nekroz faktord, interlokin-18 ve interlokin-6 gibi proinflamatuar enzimler, yaralanmadan
sonraki saatler i¢inde artis gosterir. Doku hasarmin ilerlemesi ile birlikte norotoksik mediatorler
dogrudan salinir veya indirekt olarak nitrik oksit ve sitokinlerin salinimini artar.
Vazokonstriktorlerin (prostaglandinler ve Idkotrienler) artisina ek olarak, 10kositlerin ve
trombositlerin adhezyonu, kan-beyin bariyerin bozulmast ve 6dem olusumu ikincil beyin

hasarini daha da arttirir [72]

2.7.9. intrakranial Basin¢ (IKB) Artis1

Intrakranial basing artis1 primer travmaya bagl olabilecegi gibi ikincil hasar sonrasinda da
meydana gelebilir. Yatar pozisyonda normal saglikli bir eriskinde IKB 7-15 mmHg araligindadur.
Ortalama 10 mmHg civarindadir ve nadir olarak 10 mmHg’yi geger [88, 89].

SPB = OAB — IKB (sercbral perfiizyon basinci = ortalama arteriyel basing — intrakranial basing)
formiile gore, kafa i¢i basinci artist sonrast serebral perfiizyon basinci azaldigi igin serebral
iskemi ortaya ¢ikar. Kafa i¢i basing artis1 serebral iskemiyle beraber herniasyonlara da sebep
olur. Beyin dokusunun elastik yapisi ve kafatasinin rijit yapisindan dolay1 beyin, kafa ici

olusumlardaki hacim degisikliklerini belirli bir seviyeye kadar tolere edebilir [90] .

IKB artis1 oldugu zaman, hangi noktada tedavinin baslatilmasi konusunda kesin dogrular
olmamakla birlikte, 20 mmHg’yi asan durumlarda tedaviye baslanmas1 gerektigi

diistintilmektedir. Yeterli serebral perfiizyonun korunmasi ¢ok 6nemli bir noktadir.

Yapilan ¢aligmalara gore gore IKB artisinin 20-25 mmHg civarinda seyretmesi travmatik beyin

yaralanmasinda daha kotii bir prognozla sonuglanmaktadir [91-94] .
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2.8. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, beyin veya omurilikte inflamatuar bir cevap olarak tanimlanir. Bu
iltihaplanma, sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tiirleri iiretimi ile ger¢eklesir. Bu
mediatorler, glia (mikroglia ve astrositler), endotel hiicreleri ve periferik bagisiklik hiicreleri
tarafindan iiretilmektedir. Inflamasyon, immiin hiicrelerinin toplanmasina, 6dem, doku hasar1 ve

potansiyel olarak hiicre 6liimiine yol agabilir [95] .

Positive Aspects of Neuroinflammation Negative Aspects of Neuroinflammation

Transient (Low) Inflammation Transient (High) Inflammation:
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Sekil 2.6. Inflamazomun olumlu ve olumsuz etkileri [96]

Transient (Med) Inflammation
Immune Pre-conditioning,

2.8.1. inflamazom Tanimi

Inflamazomlar ilk kez Martinon ve ark. Tarafindan tammlanmis olup inflamasyonun
mekanizmasinda ve iligkili hastalik paternlerinde oynadig: rolle biiyiik ilgi ¢cekmistir. Pattern
tamma reseptorleri (PRR'ler), pathogen-associated molecular patterns (PAMP) ve damage-
associated molecular patterns’lerin (DAMP) tanitilmasi yoluyla immiin yanitta dnemli bir rol

oynar. Bunlar oncelikle beyindeki glial hiicreler, makrofajlar ve oligodendrositler tarafindan
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eksprese edilir. Inflamazom; NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRP6, NLRP7, NLRP12 ve NLR

olmayan inflamazom reseptorii olarak bilinmektedir [97] .

Bu NLRP’ler, apoptosis- associated speck-like protein containing a caspase activating
recruitment domain [CARD] ve efektor molekiilii bir sistein proteaz olan prokaspaz-1 ile
inflamazom adi1 verilen multiprotein kompleksi olugturur. NLRP, C-terminal leucine-rich repeat
(LRR) domain, santral yerlesimli nucleotide-binding oligomerization domain (NOD or NACHT)
ve N-terminal pyrin-only domain (PYD) den olusur. LRR parcasi, PAMPs ve diger ligandlar
tanir, NLRP’nin inaktif halde kalmasini saglar ve protein- protein etkilesimlerine aracilik eder.
NACHT pargasi, ATPaz aktivitesi ile proteinin kendi kendine oligomerize olmasini, PYD ise

NLRP ile ASC adaptor proteini arasinda protein-protein homotipik etkilesimi saglar [98] .

Inflamazomlarin aktive olmasi, inaktif olan prokaspaz-1’i, proteolitik etkisi olan aktif form
kaspaz-1’e ¢evirir. Aktif kaspaz-1 immatiir formlar olan prointerlokin-1B8(IL-18) ve 18(IL-18)’in
matiir formlariin olusumunu saglar. IL-18 ve IL-18’in ise makrofaj, mikroglia ve astrosit gibi

ndroinflamatuar hiicre proliferasyonuna neden oldugu bilinmektedir [99] .

C-terminal

-
i LRR region
® SGT1 Oligomerization ®
—
-
- HSP90
Inactive NLRP3 J ASC adaptor protein

Pro-caspase-1 i

l

8 NACHT domain & Pro IL-18 and proil-18
‘ PYD domain Active caspase-1
. CARD domain P

Active IL-18 and IL-18

Sekil 2.7. inflamazom aktivasyonunun ndroinflamasyon iizerine etkileri [100]
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2.8.2. Inflamazom Aktivasyonu ve Regiilasyonu

Inflamomomlarin en gdze garpan fonksiyonlarindan biri, hiicre i¢inde karsilasilan cesitli endojen
veya ekzojen, steril veya enfeksiydz uyaranlari tespit etmek ve algilamak ve hiicresel cevaplari
ve efektdr mekanizmalari indiiklemektir. inflamazonlar, bakteriler, mantarlar, parazitler, viriisler,
mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik faktorler dahil olmak iizere ¢ok sayida enfeksiyoz ve
steril uyarici sinyalleri aktive edebilir [101] .

Baglatict sinyal, NF-kappaB sinyal yolagnin aktivasyonu ve niikleer translokasyonu ile
transkripsiyonel olarak NLRP3 ve pro IL-18 ekspresyonunu da arttirir. Ardindan PAMPs, agrege
olmus ve yanlis katlanmis proteinler, ATP ve kristallin gibi endojen ve ekzojen NLRP3 aktive

edici ajanlar inflamazom kompleks olusumunu desteklemektedir [102] .
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Sekil 2.8. Inflamazomun islevi [100]
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Sekil 2.9. NRLP3 inflamazom islev mekanizmasi[103]

2.8.3. Iinflamazom Aktivasyonunun Néroinflamasyon Uzerine Etkileri

NLRP3/kaspaz-1/IL-1 aks1, SSS’nde bulunan dogal bagisiklik sisteminde kritik 6neme sahip bir
sinyal yolagidir. SSS enfeksiyonu, travmatik beyin hasari ve ndrodejeneratif hastaliklarda
hastalarin beyin-omurilik sivisinda (BOS), beyin dokusunda ve plazmalarinda yiiksek diizeyde
IL-1B ve IL-18 saptanmustir. IL-1f ve IL-18’in mikroglia, astrosit, ndron ve endotelyal
hiicrelerde bulunan reseptorlerine baglanmasi ¢ok sayida inflamasyonla iliskili genlerin

ekspresyonu ile sonuglanir [104] .

IL-18 esas olarak yardimci T hiicre (TH) aracili immiin yaniti stimiile eder. Mikroglialardaki
sinyal yolaklarini aktive ederek kaspaz-1 ekspresyonunu ve matriks metalloproteinaz (MMP) ve
proinflamatuar sitokin {iretimini artirir. Ek olarak glial hiicrelerde Fas ligand ekspresyonunu

artirarak Fas aracili néronal hiicre 6liimiinii siddetini arttirir [105] .

IL-1p ise inflamatuar reaksiyonlarin baslamasinda ve devam etmesinde major rol oynamaktadir.
Kan beyin bariyerindeki (KBB) devamliligi modiile ederek periferik dolagimdaki bagisiklik

sistemi hiicrelerinin SSS’ye infiltrasyonunu saglar. Ayni1 zamanda astrosit, mikroglia ve T
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hiicrelerini aktive eder ve IL-6 ve TNF-a gibi diger proinflamatuar mediatorlerin saliniminin

saglamasinda sorumludur [106, 107] .

Travma sonrasi, DAMPs ekstraseliiler mesafeye salinir ve SSS’deki hiicrelerde bulunan patern
tanima reseptorleri (PRPs) ve sitokin reseptorleri tarafindan taninir. Boylece sitokin ve kemokin
iiretimi ve sonrasinda hasarli bolgeye immiin sistem hiicrelerinin go¢ii ile sonuglanir. Travmaya
inflamatuar yanitta beyne sistemik dolasimdan gelen ilk immiin hiicreler nétrofillerdir. Saatler
icinde ilk olarak subaraknoid mesafede ve vaskiiler bosluklarda goriiliirler ve travma sonrasi ilk
24 saatte beyin parankimine infiltre olurlar. 3.-5. gilinlerde sayica azalarak yerlerini diger
periferik immiin sistem hiicrelerine ve mikroglia ve astrositlere birakirlar. 3.-5. giinler arasinda
esas gOrev alan hiicreler monositler olmasina ragmen ilerleyen giinlerde hasarli bolgede T

lenfositler, dogal 6ldiiriicti (NK) ve dendritik hiicreler goriilmeye baslar [108].

IL-1, potent proinflamatuar bir sitokindir ve asir1 {iretimi ndroinflamasyon ve
ndrodejenerasyonla sonuglanir. IL- la’nin aksine IL-1B biyolojik inaktif formda bulunur ve
aktive olmasinda inflamazom protein komplekslerinde bulunan kaspaz-1’in aktiflesmesi esas rol
oynar. Travma sonrasi noroinflamasyonda IL-1f erken donemde ilk artan mediatordiir, kan beyin
bariyeri gecirgenligini artirir, glial hiicreleri aktive eder ve immiin sistem hiicrelerinin hasarl
bolgeye migre olmasini saglar. Yapilan ¢aligmalarda IL-1B’nin nétralize edilmesiyle 6zellikle
travma sonrasi ilk 7 giinde nétrofil, makrofaj/mikroglia ve T lenfosit sayisinda azalma oldugu
gosterilmistir. TBH sonrasi IL-1 iiretiminde major rol oynayan inflamazomlar (NLRP1, NLRP2,
NLRP3 ve AIM2), mikroglialarda, noronlarda ve astrositlerde eksprese olur. Son yapilan TBH
caligmalari, inflamazom ve komponentlerinin travma sonrasi ilk 24 saatte arttigin1 ve 7 giine
kadar bu artisin devam ettigini gdstermektedir. IL-1p piki ise travma sonrasi yaklagik 6. saatte

olmaktadir ve IL-18’e gore daha hizli diiserek 7. giine kadar devam etmektedir [109, 110]
2.8.4. Norolojik Hastahklarda inflamazomlar
2.8.4.1. Multiple Skleroz (MS)

Multiple skleroz, demyelinizan, néroinflamatuar ve heterojen patolojiye sahip olan olan bir
hastaliktir. Relapsing-remitting ve progresif (primer veya sekonder) olmak iizere 2 temel formu

vardir. Etiyolojisi belirsiz olmasma ragmen klinik calismalar kaspaz-1, IL-1B ve IL-18
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ekspresyonunda artigin hastaligin ciddiyeti ve progresyonu ile iligkili olabilecegini gostermistir.
Patolofizyolojisinde kan beyin bariyerinde bozulma, demyelinizasyon, oligodendroglia ve
noronlarda defekt oldugu bilinmektedir [6]. Inflamazonlarin demyelinizan hastaliklardaki
etkilerini aciklayan ¢alismalar vardir. Ornegin MS tedavisinde etkileyici bir ilag olarak kullanilan
IFNB’nin etkisini NLRP1 ve 3 inflamazomlarin1 ve sonug olarak IL-1p {iretimini inhibe ederek

gosterdigi disiiniilmektedir [111-113] .

2.8.4.2. Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)

Yanlis katlanmis protein agregatlarinin olusumuna sebep olan siiperoksit dismutaz 1 (SOD1)
mutasyonu, ALS patogenezinde 6nemli role sahiptir [114] . Transactive response DNA-binding
protein-43 (TDP-43) , mikroglialardaki NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyerek motor
ndronda hasara neden olan proinflamatuar sitokin salinimina yol agar [115] . NLRP3, IL-18, IL-

18 ve aktif kaspaz-1’in yiiksek oldugu ALS’li hastalarda bilinmektedir [116] .

2.8.4.3. Prion Hastahg

Hiicresel prion proteininin (PrPc), patolojik izoform olan PrPsc'ye doniistiiriilmesi, prion
hastaliginin patolojisi olarak bilinmektedir [117]. PrPsc, mikroglia ve astrositlerin aktivasyonuna
yol agar, bu da pro-inflamatuar sitokinlerin ve norotoksik faktorlerin salinimina neden olur. PrPc

mikroglialarda NRLP3’{in aktivasyonuna neden olur ve IL-1f"nin iiretimini arttirir [118] .
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Sekil 2.10. Prion hastaliginda inflamazom aktivasyonu[103]

2.8.4.4. iskemik SVO

Deneysel iskemik SVO modellerinde NLRP3 artisiyla birlikte yiiksek IL-1p ve IL-18 diizeyleri
ve noronal ve glial hiicre oliimii goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda NLRP3 aktivasyonuna

yonelik yapilan miidahalelerde, enfarkt hacminde ve noérovaskiiler hasarda azalma gosterilmistir
[119].

2.8.4.5. Hemorajik SVO

Tim inmeler i¢inde en yiiksek mortaliteye sahip serebrovaskiiler hastalik subaraknoid
kanamadir. SAK gelisiminde noroinflamasyonun izlendigi erken beyin hasari énemli bir rol

oynamaktadir. Hayvan SAK modellerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonu gosterilmistir [120] .

Intraserebral hemoraji olusturulmus hayvan modelinde NLRP3 ekspresyonunda artis tepit
edilmistir. NLRP3’lin inhibisyonu ile, ndéroinflamasyonda azalma ve ndrolojik fonksiyonlarda

iyilesme gosterilmistir [121] .
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Sekil 2.11. Iskemik SVO (A), hemorajik SVO

2.8.4.6. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligl, demansin en sik goriildiigi formudur. Bu hastalik amyloidB (Ap)
plaklarinin ekstraseliiler matrikste, hiperfosforile Tau proteinlerinin ve norofibriler yumaklarin
ise intraseliiler alanda birikimi ile karakterizedir [122] .

AB konsantrasyonunun esik diizeyin iizerine c¢ikmasi, AP oligomerlerinin olusumu ve
depolanmasi ile senil plak olusumuna neden olur. Bu asamada akiimiile olmus Ap’nin
oligomerik veya fibriler formlar1t DAMP gibi algilanir ve mikroglialar1 aktive eder. Dogal immiin
yanit ise bu oligomerik veya fibriler yapidaki Af’nin NLR’ler tarafindan taninmasi ve aktive
olmasiyla uyarilir [123] .

AP proteinleri mikroglia tarafindan fagosite edilince lizozoma girer ve bu daima lizozomun
harabiyetine neden olur. Riiptiire lizozomlardan salgilanan katepsin-B, NRLP3’{in aktivasyonunu
tetikler. NRLP3 tarafindan da kaspaz-1 ve IL-1B salgilanir [123]. Hayvan modellerinde
inflamazom aktivasyonunun inhibisyonu ile néron 6liimiiniin engellendigi ve boylece kognitif

disfonksiyondan korundugu gosterilmistir [124] .
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Sekil 2.12. Alzheimer hastaliginda inflamazom aktivasyonu [125]

2.8.4.7. Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi, dopaminerjik néronlarin 6liimiine neden olan ve bdylece hastalarin normal
hareketlerini bozan noérolojik bir hastaliktir. Parkinson hastaligi néronlarin sitoplazmasinda a-
siniiklein proteininin birikmesi ile karakterizedir. NRLP3 bu proteinin agregasyonunu saglar
[126]. Yapilan caligmalarda, Parkinson hastaliginin patojenezinde NRLP3’{in rolii tespit
edilmigstir. Bagka bir calismada,farelerde NRLP3’iin inhibisyonu ile dopaminerjik néron kaybi1
engellenmistir [127] .

2.9. Travmatik Beyin Hasarinda Inflamasyon

TBH’den sonra aktiflesen néroinflamasyon yolagi, mikroglialar tarafindan iiretilen pro ve
antiinflamatuar sitokinler ve kemokinler tarafindan regiile olur [128] .Yaralanmay1 takiben
mikroglia'nin erken aktivasyon profili ile uyumlu olarak, saatler igerisinde proinflamatuar IL-
1B'de hizli bir ylikselme izlenmistir. IL-1B'nin zararl etkilerine, mikroglia ve noronlar tizerinde

eksprese edilen interlokin 1 reseptor tip 1 (IL-1RI) aracilik eder. Deneysel TBI modellerinde, IL-
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IB'nin inhibe edilmesi, ndroprotektif etskisi oldugu gosterilmistir [129]. IL-1f'nin giiclii
norotoksik etkilerinin, TNF-a varliginda sinerjistik olarak arttig1 izlenmistir.

TBH’li hastalarin serum ve beyin omurilik sivisinda, travmadan 1 saat sonra TNF-a‘nin seviyesi
yiikselmeye baglar, 3-8 saat sonra pik yapar ve 24 saat sonra normale doner [130] .Yapilan bir
calismada, TNF-a fonksiyonunun TBI sonrasi akut ve gecikmis fazda farklilik gosterdigini
farkedilmistir; Yaralanmadan hemen sonra TNF-q, giiclii bir inflamatuar mediator olarak islev
goriir, ancak daha sonra ndroproteksiyon ve onarim ig¢in gerekli olan ndrotrofik bir faktordiir
[131] . Kazanilmig bagisiklik, patojenlerin antijen spesifik yanit olusturarak hiicresel veya
humoral yolla elimine edilmesidir. B ve T lenfositler tarafindan saglanir. Deneysel travma
modellerinde T hiicrelerinin beyin parankimini infiltre etmesi bifaziktir: primer hasardan hemen
sonra kan beyin bariyerinin bozulmasi sonucu ve ge¢ donemde antijen spesifik T hiicrelerin
infiltrasyonu. TBH sonras1 T hiicre infiltrasyonu 3-14 giin arasinda goriiliir ve 6 aya kadar devam
eder (121). Kazanilmis bagisiklik, inflamatuar yanitta T hiicre aktivasyonu ile hem patojenik
hem de onaric siireglere aracilik eder. Thl yanit ile proinflamatuar olaylari ve beyin hasarin

agreve ederken Th2 yanit antiinflamatuar ve ndrotrofik etkiler ile hasar1 hafifletir.

2.9.1. Lokosit

Lokositlerin inflamasyonun baslamasinda ve devam etmesinde onemli rolu vardir. Lokosit
infiltrasyonunda, artis beyin hasarina, kan beyin bariyerinde bozulmaya ve vazojenik 6dem
olusumuna neden olur. Diger ndrolojik hastaliklarda oldugu gibi IL-1B ve IL-18’in, TBH
patogenezi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir [132] . Proinflamauar etkisi olan IL-1a ve IL-1§
ve antiinflamatuar etkisi olan sitokin IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) IL-1 sitokin’nin 3
komponentidir. IL-1ra, inflamatuar cevabin regiilasyonunda ve proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinler arasindaki dengeyi saglamaktadir. IL-1a ve IL-1f, TBH sonrasi ndrodejenerasyona
sebep olan inflamasyonun baslamasindan sorumlu iken, IL- 1ra’nin ise ndroprotektif etkileri

vardir [133] .
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2.9.2. Astrosit

Santral sinir sisteminde bir¢ok temel fonksiyonuna ek olarak, astrositler SSS hasarina
astrogliozis adi1 verilen bir siire¢le yanit verir [134] .

Astrogliozis ve skar olusumu bazen SSS iizerine zarali oldugu ve bu nedenle genis dl¢lide inhibe
edilmesi gerekli oldugu diistinlilmiistiir. Fakat bu diisiinceye karsi yapilan baska calismalarda
astrogliozisin yara kapanmasi, noronal koruma, kan-beyin bariyerinin onarimi ve SSS

inflamasyonunun kisitlanmasi gibi faydal etkelri oldugu ispat edilmistir [135, 136] .

2.9.3. Mikroglia

Mikroglialar, santral sinir sistemine ait tolan makrofajlardir. Mikroglialar M1 fenotipi hasarla
karsilagtigt zaman, TNF-a, IL-1, nitrik oksit, IL-12 ve prostaglandin salgilar. Bunun aksine, M2
fenotipi ise Arjinaz-1 (AGl), IL-10 ve TGF- gibi antiinflamatuar mediatorler salinimi ile
noroprotektif etkisi vardir. M2 mikroglialarin ayni zamanda yara iyilesmesini, anjiojenez ve

doku onariminidan sorumlu oldugu bilinmektedir [137, 138] .
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Sekil 2.13. Inflamasyonda mikroglianin rolii [139]
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2.9.4. inflamazom

Inflamazomun, TBH sonras1 gelisen ikincil hasarda énemli rolii vardir [140] . Is1 sok proteinleri
(HSP), potasyum, iirik asit ve niikleik asitler gibi steril inflamasyonlarda hasarli hiicreler
tarafindan salinan ve inflamatuar yanit1 baglatan DAMPs tarafindan aktif hale gelirler. DAMPs,
sitoplazmanin sitozolunde bulunan NOD-benzeri reseptorler (NLRs) tarafindan taninir.
Inflamazomlarin aktive olmasiyla prokaspaz-1, proteolitik etkisi olan kaspaz-1’e doniisiir.
Kaspaz- 1 de prointerlokin-18 ve 18’in matiir formlarmin {iretimini saglar. NLRP1 ve NLRP3,

TBH’de bilinen en 6nemli inflamazomlardir [141] .
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Sekil 2.14. TBH’de primer hasar sonrasi olugsan néroinflamasyon kaskadi [6]

2.10. Doksisiklin

Tetrasiklinin ikinci kusak tlirevi olan doksisiklin, antimikrobiyal etkilerinden bagimsiz olarak
antiinflamatuar etkilere de sahiptir. Ilk kez 1967 FDA tarafindan onaylanmis olup oral,
intramutiskiiler ve intravendz formlar1 vardir. Bu ilacin kan-beyin bariyerinden ¢ok iyi gegisi
vardir [142, 143] .

Gonore, sifiliz, gonokokal tretrit, akut pelvik inflamatuar hastalik, epididimit, orsit, Lyme
hastaligi, iist solunum yolu enfeksyonu, cilt veya yumusak doku enfeksiyonlar1 doksisiklin

kullanimai i¢in bilinen endikasyonlardir [144] .
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Doksisiklin, tetrasiklin’den daha lipofilik oldugu i¢in doku penetrasyonu daha iyidir ve bu
nedenle tetrasikline gore daha etkileyici bir antimikrobiyaldir [145] .

Doksisiklin, gram pozitif ve gram negatif bakteriler, klamidya, mikoplazmalar, riketsiya ve
protozoan parazitler dahil olmak iizere c¢ok c¢esitli mikroorganizmalara karsi aktif genis
spektrumlu bir antibiyotiktir.

Tetrasiklin ile karsilagtirldiginda, doksisiklin oral olarak kullanildiginda birinci nesil
tetrasiklinlerden daha iyi bir farmakokinetik profil gostererek daha uzun yarilanma Oomri ve
miikemmel doku penetrasyonuna sahiptir

Son yillarda doksisiklin iizerine yapilan arastirmalarda, bu ilacin antiinflamatuar etkileri de
ortaya konulmustur.

Antiinflamatuar etkileri tam bilinmemekle birlikte, son zamanlarda hiicresel strese bagl salginan
matriks metalloproteinaz-3 {i ve buna bagl gelisen apoptozu inhibe ettigi, mikrogliada MMP-3 i
(matriks metalloproteinaz-3) azaltmasinin da nitrik oksit (NO), TNF alfa, IL-1, IL-6, IL-8 ve
siklooksijenaz 2 (COX 2) iizerinde inhibitor etkileri oldugu da ortaya ¢ikmistir [146-149].
Yapilan caligmalarda bu ilacin norodejeneratif hastaliklarinda (Multiple Skleroz, Parkinson
hastaligi, Prion hastalig1) noroprotektif etkisi oldugu ispat edilmistir [14, 150, 151]. Yapilan bir
calismada, doksisiklin’in NLRP3 {izerine inhibitdr etkiye sahip oldugu farkedilmistir [152, 153] .
Sicanlar iizerine yapilan bir ¢alismada, doksisiklin tarafindan orta serebral arter okliiziyonuna

bagli beyin hasarinin azaldig1 goriilmiistiir [154] .

Sekil 2.15. Doksisiklinin kimyasal yapis1 [155]
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Yapilan bir ¢alismada, siddetli COVID-19 hastaligina bagli hayatin1 kaybeden hastalarin kaninda
yiiksek IL-6 seviyeleri gdzlemlenmistir, bu da 6liim oraninin viral kaynakli hiperinflamasyona ve
sitokin firtinasina bagli olabilecegini diistindiirmektedir.

Doksisiklin, dang hemorajik atesi olan hastalarda IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri
azaltarak Olim oran1 doksisiklin ile tedavi edilen grupta %46 daha diisiik bulunmustur.
Bunedenle bahsedilen calismada COVID-19 tedavisinde doksisiklinin etkili bir ila¢ olarak
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir [156].

Lyme hastalifinda doksisiklinin antiinflamatuar etkisi oldugu bulunmustur. Bu c¢alismada
doksisiklin, IL-6, IL-8 ve TNF’yi suprese ederek TH-1 ve glial hiicreler {izerine antiinflamatuar

etkiye sahip oldugu ispat edilmistir [157]

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Barinma Kosullar:

Bu arastirma, Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Deney Hayvanlar
Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Deneylerde, agirligi 25-35gram arasinda olan toplam
20 adet eriskin Swiss Albino erkek fare kullanilmistir. Standart barinak kosullarinda, 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiinde, 21-23°C sicaklikta, % 30-55 nem orani ve su ile
yiyecege sinirsiz erisim (ad [libitum) saglanmistir. Fareler iizerinde uygulanan deney
protokolii, ulusal ve uluslararas1 hayvan deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup;
Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 30.04.2019 tarih

ve 2019/04-02 karar numarasi ile onaylanmaigtir.

3.2. Deney Gruplari ve Protokol

Calismada toplam 20 adet fare kullanilmistir. 4 ayr1 grup ve her grupta 5 fare (n=5) olacak
sekilde gruplandirma yapilmistir. 5 denek sham grubu, 5 denek kontrol grubu, 5 denek diisiik doz
(10 mg/kg) ve 5 denek yiiksek doz (100 mg/kg) doksisiklin grubu olarak ayrilmistir. Deneklere
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11 cm ytikseklikten 75 gr serbest agirlik diistiriilerek kafa travmasi modeli olusturulmustur.

Deneklerin gruplara gore dagilimi su sekildedir:

Grup 1: Sham grubu (skalp insizyonu) (n=5): izofluran anestezisi verildikten sonra, bu
gruptaki farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak kranium, sag frontal ve parietal
kemikler ve sagittal siitiir ekspoze edilmistir. Ardindan 4.0 ipek dikis ile skalp
insizyonlar siiture edilerek fareler kafeslerine alinmustir.

Grup 2: Kafa travmasi sonrasi kontrol (n=5): izofluran anestezisi altinda, farelerin
skalpine orta hat insizyonu yapilarak kranium, sagittal siitiir ve sag frontal ve parietal
kemikler ekspoze edilmistir. Hayvanlar sirasiyla agirlik diisiirme (travma) diizenegine
yerlestirilerek 11 cm ylikseklikten 75 gr agirhiginda silindirik agirlik sag parietal kemik
izerine disiiriilmiistiir. Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile skalp insizyonlar siiture edilen
fareler kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra farelere intraperitoneal serum
fizyolojik enjeksiyonu yapilmistir.

Grup 3: Kafa travmasi sonrasi diisiik doz intraperitoneal doksisiklin (DOX) (10
mg/kg) (n=5): Izofluran anestezisi altinda, farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak
kranium, sagittal siitur ve sag frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir. Hayvanlar
sirastyla agirlik diistirme (travma) diizenegine yerlestirilerek 11 cm yiikseklikten 75 gr
agirhiginda silindirik agirlik sag parietal kemik {izerine diisliriilmiistiir. Sedasyon altinda
4.0 ipek dikis ile skalp insizyonlar1 siiture edilen fareler kafeslerine alinmustir.
Travmadan 30 dakika sonra farelere 8 saat arayila 48 saat boyunca (6 kez) intraperitoneal
10 mg/kg DOX enjeksiyonu yapilmstir.

Grup 3: Kafa travmasi sonrasi yiiksek doz intraperitoneal DOX (100 mg/kg) (n=5):
Izofluran anestezisi altinda, farelerin skalpine orta hat insizyonu yapilarak kranium,
sagittal siitlir ve sag frontal ve parietal kemikler ekspoze edilmistir. Hayvanlar sirasiyla
agirlik diisiirme (travma) diizenegine yerlestirilerek 11 cm yiikseklikten 75 gr agirliginda
silindirik agirlik sag parietal kemik iizerine diisiiriilmiistiir. Sedasyon altinda 4.0 ipek
dikis ile skalp insizyonlar1 siiture edilen fareler kafeslerine alinmigtir. Travmadan 30
dakika sonra farelere 8 saat arayila 48 saat boyunca (6 kez) intraperitoneal 100 mg/kg

DOX enjeksiyonu yapilmistir.
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Sekil 3.1. Travma modelinde agirlik sag parietal kemikte isaretlenen alana diistiriilmiistiir.

3.3. Yasamsal Bulgularin Takibi ve Anestezi

Deney baslangicinda farelerin agirlik Sl¢iimii yapildiktan sonra, genel anestezi indiiksiyonu
%»35’lik izofloran inhalasyonu ile gerceklestirilmis ve idame %2’lik izofloran ile (tiim islemler
stiresince) saglanmistir. Arka ayak sikistirma yontemi ile anestezi derinligi kontrol edildikten
sonra fareler yiiz iistii pozisyonda agirlik diisiirme diizenegine yerlestirilmistir. Denege yiiz
maskesi ile deney siiresince oksijen destegi ve izofloran anestezisi uygulanmistir. Tiim iglemler
boyunca ortalama 2 L/dk oksijen destegi saglanmis ve fare kendiliginden solunumu devam eder
vaziyette takip edilmistir. Rektal sicaklik probu ve homeotermik battaniye yardimi ile (Harvard
Apparatus Limited, Ingiltere) viicut sicaklig1 37.0+0.2°C’de tutulmustur. Belirli araliklarla (10-
15 dk) kuyruk/parmak sikistirma ve géz kirpma refleksi kontrol edilerek anestezi derinligi takip
edilmistir. Deney esnasinda siirekli olarak kalp atim sayisi ve kan oksijen satiirasyonu pulse

oksimetre ile (V3304 Digital Table-Top Pulse Oximeter, SurgiVet, ABD) monitorize edilmistir.
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3.4. Kafa Travmasinin Olusturulmasi

Anestezi altinda, skalp orta hat insizyonu ile agilarak kranium, frontal, parietal ve oksipital
kemikler goriilecek sekilde ortaya konulmustur. Kranium ekspozisyonu saglandiktan sonra
hayvanlar travma diizenegine alinmistir. Serbest agirlik diistirme diizeneginin altina denek, sag
parietal kemik silindirik agirligin temas ylizeyine denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve izofluran
ve O2 destegi altinda 75 gram’lik ¢elik agirlik 11 cm yiikseklikten diisiiriilmiistiir. Travmanin
hemen sonrasinda skalp insizyonlar1 4.0 ipek ile siiture edilmistir. Fareler ayildiktan ve

anestezinin etkisi gectikten sonra kafeslerine alinmistir.

o

Sekil 3.2. Kraniumun ortaya konulmasi
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Sekil 3.3. Agirlik diisiirme diizenegi ile kafa travmasinin olusturulmasi. Silindirik tiip igerisine
vertikal olarak yerlestirilmis 6 mm capli (temas eden ucu 3 mm capli), 11 cm uzakligindan
75gram agirliginda metal agirlik, lizerindeki horizontal kol yardimiyla istenilen ylikseklikten
distirilmistiir.

3.5. Doksisiklinin Hazirlanmasi ve Intraperitoneal Yolla Verilmesi

100 mg’lik kapsiil seklinde bulunan DOX, %0.9’luk sodyum kloriir’de eritilerek travmadan 30
dakika sonra grup 3 (10 mg/kg) ve 4’e (100 mg/kg) 8 saat arayila 6 kez intraperitoneal olarak

verilmistir.

Sekil 3.4. DOX verme zamanlamasi

3.6. Sakrifikasyon, Beyinlerin Cikarilmasi ve Fiksasyon

Travmay1 takiben 72’inci saatte, fareler immiinhistokimyasal ve histopatolojik calisma icin

orneklerin alinmasi amaci ile sakrifiye edilmistir. Bunun i¢in yiiksek doz kloralhidrat anestezisi
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altindaki hayvanlara torakotomi yapilarak kalp ortaya konulduktan sonra sol ventrikiilden
hayvanin karacigeri beyazlasincaya kadar heparinli soliisyon verildi, sonrasinda hayvanin
viicudu sertlesinceye kadar %4 paraformaldehit (0,1 mol/LL sodyum fosfat tamponu i¢inde, pH:
7,4) ile damarlar perfiize edilerek doku fiksasyonu yapildi. Ardindan hayvanlar dekapite edilerek
beyinleri ¢ikarildi ve formaldehit soliisyonunda bekletilerek fikse edildi. Fikse edilmis beyinler

oda sicakliginda muhafaza edildi.

Sekil 3.5. Sakrifiye edilen farenin kafatasi

3.7. Kesitlerin Alnmasi ve immiinhistokimyasal ve Histopatolojik Degerlendirme
3.7.1. Immiinoperoksidaz isaretleme

Cerrahi olarak c¢ikartilan denek beyinleri 48 saat tamponlu formalinle fikse edildi. Kasetlenen
dokular otomatik takip cihaziyla (Leica TP 1020) takip edilerek gomiilmeye hazir hale getirildi.
Takip sonrasi parafin bloklara gomiilen dokulardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler, sliding
mikrotom (Leica SM2000R) kullanilarak pozitif yiiklii lamlara alindi. Kesitler deparafinizasyon
ve rehidratasyon sonrasi PBS ile yikanip, 10 dakika %0.3 H2O> ile endojen peroksidaz blokaji
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yapildiktan sonra oda sicakliginda primer antikorlar (Anti IL-6 [abcam ab6672, 1/500]; Anti Ibal
[Wako 019-19741, 1/250]; Anti CD3 [Sigma C7930, 1/200]) ile 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 3 kere 5’er dakika fosfat tamponunda (PBS) yikanip, ardindan uygun
sekonder antikor (Peroxidase-AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG [H+L] [Jackson Immuno
Research 711-035-152, 1:1000]) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan PBS ile
yikanip distile sudan gecirildi ve diaminobenzidin (DAB) kromojeni kullanildi. DAB boyamasi
sonras1 PBS ile yikanan preparatlar ¢ekirdek boyanmasi i¢in hematoksilen ile inkiibe edildi.
Sonrasinda akar suda yikanan kesitler dereceli alkollerle dehidrate edilip, ksilolde
seffaflagtirildiktan sonra entellan ile kapatilip mikroskopta incelenmeye hazir hale getirildi.
Hazirlanan preparatlardan rastgele segilen bes farkli korteks alani dijital kamera (Leica DFC
7000T) eklentili mikroskop (Leica DM6B) ile x40’lik biiylitmede goriintiilendi. IL-6 icin her
goriintiideki tiim noron ve glialar H-skor yapilacak sekilde skorlandi. Hi¢ boyanmayan hiicreler
0, en ¢ok boyanan hiicreler ise 3 olacak sekilde 0’dan 3’e skor verildi. CD-3 ve Iba-1 igin ise
yine 40X’lik biiyiitmede rastgele goriintiilenen 5’er alanda tiim pozitif hiicreler sayildi. Sayim
islemi ImageJ programmin (Version 1.53a for Mac; NIH, ABD) CellCounter eklentisi ile
gerceklestirildi.

3.7.2. TUNEL Yéntemi ile Apoptotik Hiicrelerin Isaretlenmesi

Hazirlanan parafin bloklardan alinan 4 mikrometre kalinligindaki kesitler pozitif yiiklii lamlara
alindiktan sonra, deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinin ardindan TUNEL boyamasi i¢in
hazir hale getirildi. Beyinin korteks bdlgesinde apoptoz tayini, DNA sarmal kiriklarinin
enzimatik olarak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)-aracilikli deoksiiiridin trifosfat ile
isaretlemesi (TUNEL) ile Hiicre Oliimii Deteksiyon kiti (Chemicon® ApopTag® Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit) kullanilarak gerceklestirildi.

Kesitlerin deparafinizasyon islemi 3 saat 60°C sicaklikta etiive konularak gerc¢eklestirildi.
Ardindan oda sicakligina getirilen kesitler ksilolle iic kere 5’er dakika muamele edilerek
deparafinizasyon tamamlandi. Dereceli alkollerle rehidrate edilen kesitlerde 15 dakika Proteinaz
K ile antijen geri ¢agirma islemi yapilip, %3 liikk hidrojen peroksitle 5 dakika peroksidaz blokajt
yapildi. Yikanan kesitler apoptoz kitinde bulunan soliisyonlar kullanilarak, yontemde belirtilen
prosediire uygun olarak TUNEL boyamasi gerceklestirildi. Metil green kullanilarak ¢ekirdekler

boyanip, yikama sonrasi yine dereceli alkollerden gecirilerek dehidrate edildi. Ardindan kesitler
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ksilolle seffalagtirilip entellan ile kapatilarak mikroskopta incelemeye hazir hale getirildi.
Hazirlanan preparatlarda rastgele secilmis en az bes farkli korteks alani dijital kamera (Leica
DFC 7000T) eklentili mikroskop (Leica DM6B) ile x40’lik biiylitmede goriintiilendi. Her
alandaki tiim noron ve glialar sayilarak pozitif hiicre oranlar1 belirlendi. Sayim islemi ImagelJ

programinin (Version 1.53a for Mac; NIH, ABD) CellCounter eklentisi ile gerceklestirildi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in ImageJ programinin (Version 1.53a for
Mac; NIH, ABD) CellCounter eklentisi kullanildi. ikiden fazla sayida bagimsiz grubun
ortalamalarinin  karsilagtirilmasinda tek yonli varyans analizi, iki bagimsiz grubun
ortalamalarinin karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U testi kullanildi. p<0,05 anlamli kabul

edildi.

4. BULGULAR

4.1. Travma Siddetinin Etkisi

15 Fare lizerine olusturulan kafa travmasi modelinde mortalite izlenmemistir. 1 farede kafatasi

kirig1 meydana gelmistir.

Deney esnasinda siirekli olarak kalp atim sayis1 ve kan oksijen satiirasyonu pulse oksimetre ile

monitdrize edilmistir. Islem sirasinda hicbir deneyde satiirasyon diisiisii izlenmemistir.
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Sekil 4.1. Travma sonrasi kafa tasi kirigi (A-B). Travmaya bagli SAK (C)

4.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

4.2.1. T-Lenfositlerin incelenmesi: CD-3

Kazanilmis bagisiklik, patojenlerin antijen spesifik yanit olusturarak hiicresel veya humoral yolla
elimine edilmesidir. B ve T lenfositler tarafindan saglanir. Deneysel travma modellerinde T
hiicrelerinin beyin parankimini infiltre etmesi bifaziktir: primer hasardan hemen sonra kan beyin
bariyerinin bozulmasi sonucu ve ge¢ donemde antijen spesifik T hiicrelerin infiltrasyonu. TBH
sonras1t T hiicre infiltrasyonu 3-14 giin arasinda goriiliir ve 6 aya kadar devam eder (121).
Kazanilmig bagisiklik, inflamatuar yanitta T hiicre aktivasyonu ile hem patojenik hem de onarici
stireclere aracilik eder. Thl yanit ile proinflamatuar olaylar1 ve beyin hasarini agreve ederken

Th2 yanit antiinflamatuar ve norotrofik etkiler ile hasar1 hafifletir.

Inflamatuar siirecin énemli bilesenlerinden T hiicrelerinin belirteci olan CD-3 isaretlemesinde,
sham grubunda belirgin olarak az sayida CD-3 pozitif hiicre izlendi. Bununla beraber travma
grubunda sham grubuna oranla yaklasik bes kat artig goriildi. Pozitif hiicreler daha ¢ok vaskiiler

alan etrafinda izlendi (Sekil 4.2).
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CD-3 pozitifligi, sham grubunda standart sapma 1.94 (n=5/grup), kontrol travma grubunda 3.20
(n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen grupta 3.76 ve 100 mg/kg DOX verilen grupta 2.36
(n=5/grup) olarak bulundu.

Kontrol grubu, 10 mg/kg DOX verilen grup ile karsilastirildiginda, CD-3 sinyali ilag verilen
grupta azalmig olup bu diisiis anlamli bulundu (p=0.00001; n=5/grup). Ayni anlamlilik, 100
mg/kg DOX verilen grup i¢in de bulundu (p=0.003). Doksisiklinin, travma sonrasi beyin
dokusundaki inflamasyonun belirte¢ hiicresi olan CD-3 {izerinde azaltici etkisi oldugu
gorlilmektedir.

Diisik doz ve yiiksek doz doksisiklin verilen gruplarin birbirleri arasinda belirgin fark
olmamasina ragmen ila¢ verilmeyen travma grubuna oranla pozitif hiicre oraninda belirgin
azalma tespit edildi (Sekil 4.3).

Bu sonu¢ doksisiklinin, travmatik beyin dokusunda T hiicre infiltrasyonunu simirladigin

gostermistir.

Sekil 4.2. CD3 pozitif hiicrelerin mikrograflari; A: Sham grubu, B: Travma grubu, C: Diisiik doz
doksisiklin grubu, D: Yiiksek doz doksisiklin grubu. Kirmizi okla isaretli hiicreler CD3 pozitif
hiicreleri gostermektedir (immiinperoksidaz isaretleme, DAB, hematoksilen 40x biiyiitme, 72’nci
saat).
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Sekil 4.3. immiinohistokimya ile CD-3 pozitif hiicrelerin gruplara gére say1 dagilimi.

4.2.2. Ibal ile Mikroglialarin Isaretlenmesi

Mikroglialarin, inflamatuar sitokin tretimiyle iliskisi ve dolayisiyla dejenerasyona gidisteki
etkisinin, en 6nemli belirteci olan Ibal ile immunohistokimyasal isaretlemeler yapildi (Sekil 4.4),
Travma grubuyla karsilagtirilinca sham grubunda belirgin olarak az sayida hiicre pozitif olarak
izlendi (Sekil 4.5). Diisiik doz doksisiklin verilen grupta, sham grubuna kiyasla daha fazla pozitif
hiicre gozlenirken; ila¢ verilmeyen travma grubuna oranla yarisindan daha az Iba-1 pozitif hiicre
vardi. Yiksek doz doksisiklin verilen grupta ise, travma grubuna gore Iba-1 pozitif hiicre
sayisinin belirgin olarak azaldig1 gozlendi. Fakat diislik doz doksisiklin verilen gruba oranla daha
fazla mikroglia hiicresi izlendi. CD3 isaretlemesine benzer sekilde pia mater ve vaskiiler
yapilarin etrafinda Iba-1 pozitif hiicre artigt goriildii (Sekil 4.4). Iba-1 ile isaretlenen tiim
mikroglialar incelendiginde, sham grubunda standart sapma 1.14 (n=5/grup), kontrol travma
grubunda 1.67 (n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen grupta 1.92 ve 100 mg/kg DOX verilen grupta
2.88 (n=5/grup) olarak bulunmustur. Kontrol grubu, 10 mg/kg DOX verilen grup ile
karsilagtirildiginda, Iba-1 sinyali ilag verilen grupta azalmis olup bu diisiis anlamli bulunmustur
(p=0.0001; n=5/grup).

Ayni anlamlilik, 100 mg/kg DOX verilen grup i¢in de bulunmustur (p=0.003). Doksisiklinin,
travma sonrast beyin dokusundaki inflamasyonun belirte¢ hiicresi olan mikroglialar {istiinde

azaltici etkisi oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Iba-1 ile mikroglial hiicrelerin isaretlenmesi. A: Sham grubu, B: Travma grubu, C:
Diistik doz doksisiklin grubu, D: Yiiksek doz doksisiklin grubu. Kirmizi okla isaretli hiicreler
mikroglia hiicrelerini gostermektedir (immiinperoksidaz isaretleme, DAB, hematoksilen 40x

bliylitme, 72’°nci saat).
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Sekil 4.5. immiinohistokimya ile mikroglia hiicrelerinin gruplara gore say1 dagilimi.

4.2.3. Proinflamatuvar sitokin incelemesi: 1L-6

Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-6’nin sham grubundaki ifadesi hem ndronlarda hem de

glialarda diisiikken, travma grubunda bu oran her iki hiicre grubunda yiiksek olarak izlendi (Sekil
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4.7). Diisiik ve yiiksek doksisiklin gruplarinda birbirine benzer oranda izlenen H-skorlar1 belirgin

sekilde travma grubundan diisiik olarak saptandi (Sekil 4.6).

IL-6 sinyal pozitifliginin sham grubunda standart sapmasi 2.07 (n=5/grup), kontrol travma

grubunda 1.92 (n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen grupta 2.19 ve 100 mg/kg DOX verilen grupta
2.60 (n=5/grup) olarak bulundu.

Kontrol grubu, 10 mg/kg DOX verilen grup ile karsilastirildiginda IL-6 sinyali ilag¢ verilen grupta
azalmis olup anlamli bulundu (p=0.003; n=5/grup). Ancak kontrol grubuna goére 100 mg/kg
DOX verilen gruptaki pozitif boyanan hiicre sayisi diisiis gostermesine ragmen, gruplar

arasindaki fark istastistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.58; n=5/grup) .
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Sekil 4.6. IL-6 isaretlemesinin gruplara gére mikrograflari; A: Sham grubu, B: Travma grubu, C:
Diistik doz doksisiklin grubu, D: Yiiksek doz doksisiklin grubu (immiinperoksidaz isaretleme,
DAB, hematoksilen 40x biiyiitme, 72’nci saat).
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Sekil 4.7. Immiinohistokimyasal olarak néron ve glialarda IL-6’nmn immiinperoksidaz
isaretlemesinin gruplara goére H-skor analizleri.

4.2.4. TUNEL Sonuclar:

Apopitoza giden hiicrelerin isaretlemesinde kullanilan TUNEL yontemi gruplara
uygulandiginda; travma grubunda hem noéron hem de glialar i¢in yiiksek oranda TUNEL pozitif
hiicre izlendi. Sham grubunda az sayida hem néron hem de glia hiicrelerinde pozitiflik mevcuttu.
Yiiksek doksisiklin verilen travma grubunda, ilagsiz travma grubuna oranla 3 kattan daha yiiksek
oranda negatif yani apopitoza gitmeyen ndron ve glia oranlart vardi (Sekil 4.9). Diisiik
doksisiklin grubunda yine benzer sekilde TUNEL (+) noron ve glia sayilarinin travma grubuna
oranla belirgin sekilde azaldigi saptandi, ancak yiiksek doksisiklin grubundan daha yiiksek
pozitiflik izlendi. Bu sonuglarla beyin dokusunda travmaya sekonder gelisen apoptoza gidiste

doksisiklin uygulanmasinin etkin oldugu izlenmistir.
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Sekil 4.8. Gruplara gore TUNEL isaretleme mikrograflari; A: Sham grubu, B: Travma grubu, C:
Diisiik doz doksisiklin grubu, D: Yiiksek doz doksisiklin grubu. Mavi oklar TUNEL (-)
noronlari, turuncular TUNEL (-) glialari; siyah oklar TUNEL (+) ndronlari, kirmizilar ise
TUNEL (+) glialar1 gostermektedir (DAB, metil green; 40x biiylitme, 72’inci saat).

Gruplar arasi apoptotik Gruplar arasi1 apoptotik glia
noron indeksi indeksi
100 - 100 -
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
20 A 20 A
0 - . . . 0 - . . .
SHAM  TRAVMA DUSUK  YUKSEK SHAM TRAVMA DUSUK  YUKSEK
DOZ DOZ DOZ DOZ
® APOPTOTIK NORON ORTALAMA YUZDESI ® APOPTOTIK GLIA ORTALAMA YUZDESI
m NORMAL NORON ORTALAMA YUZDESI m NORMAL GLIA ORTALAMA YUZDESI

Sekil 4.9. TUNEL isaretlemesi sonrasi pozitif ve negatif néron ve glialarin gruplara gore say1
dagilimi.
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5. TARTISMA

Calismamizda, serbest agirlik diisiirme yontemiyle farelerde olusturulan kafa travmasi sonrast
diisiik (10 mg/kg) ve yiiksek dozlarda (100 mg/kg) verilen intraperitoneal DOX’in, 3. giinde
inflamasyon iizerindeki etkileri incelenmistir.

Birincil beyin hasar1 travma aninda ortaya ¢ikar. Yaygin mekanizmalar arasinda dogrudan darbe,
hizl1 akselerasyon/deselerasyon, delici yaralanma ve patlama dalgalar1 bulunur. Travma aninda
olusan primer beyin hasarindan sonra aylar veya yillar siiren kronik inflamatuar siireglerin olaya
eklenmesi, hiicre 6liimii, ndrodejenerasyon ve ndrolojik disfonksiyonlar ile sonuglanir [158] .
Hasar olusumunu takiben ilk 24 saatte serbest oksijen radikallerinin {iretimi, mitokondri
fonksiyonlarinin bozulmasi, hasarli hiicrelerdeki (mikroglia, astrosit ve noronlar) potasyum ve
genetik materyalin hiicre disina ¢ikmasi ile beyin dokusunun o6zellesmis makrofajlar1 olan
mikroglialar aktiflesir. Aktiflesen mikroglialar tarafindan TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler salgilanir [159] .

Bu asamada beyne mekanik temas sonucu direkt hasar meydana gelir. TBH’ye karst olusan
immiin yanit néroproteksiyonu ve doku tamirini saglar ancak immiin sistemde disregiilasyon
gerceklesirse uygunsuz yanit olusur. Immiin sistemin uygun kontrol edilmemesi, doku hasarinda
ikinci asamanin baglamasi ve noroinflamasyon ile sonuglanir.

Akut donemin ardindan, dogal bagisiklik sisteminin pargasi olan ve ¢oklu protein kompleksinden
olusan inflamazomlar (NLRP3) aktive olur. Bunun sonucunda inaktif formda bulunan kaspaz
enzimi NLRP3 kompleksi tarafindan proteolitik yikima ugratilarak aktif formuna doniisiir.
Aktiflesen kaspaz-1 ise inflamatuar olaylarda rolii olan IL-1P ve IL-18 sitokinlerinin salinimini
uyarir. Bunun yan sira ge¢ donemde lenfosit, makrofaj aktivasyonu ve mikroglialarda birtakim
morfolojik degisiklikler izlenmektedir [160] .

Primer hasarin aksine sekonder hasar diffiiz ve uzun siirelidir. Hastalarin hastaneye basvurmasi,
tan1 konmasi ve tedavisinin baglanmasina kadar gecen siire goz dniinde bulundurularak DOX,
farelere travmadan 30 dakika sonra verilmistir.

Travma sonrasi, DAMPs (Damage-associated molecular patterns) ekstraseliiler mesafeye salinir
ve SSS’deki hiicrelerde bulunan patern tanima reseptorleri (PRPs) ve sitokin reseptorleri
tarafindan taninir. Boylece sitokin ve kemokin iiretimi ve sonrasinda hasarli bdlgeye immiin

sistem hiicrelerinin gocii ile sonuglanir. Travmaya inflamatuar yanitta beyne sistemik dolasimdan
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gelen ilk immiin hiicreler nétrofillerdir [161]. Saatler i¢inde ilk olarak subaraknoid mesafede ve
vaskiiler bosluklarda goriiliirler ve travma sonrasi ilk 24 saatte beyin parankimine infiltre olurlar
[162, 163]. 3.-5. giinlerde sayica azalarak yerlerini diger periferik immiin sistem hiicrelerine ve
mikroglia ile astrositlere birakirlar. 3.-5. giinler arasinda esas gorev alan hiicreler monositler

olmasina ragmen ilerleyen giinlerde hasarli bolgede T lenfositler, dogal oldiiriicii (NK) ve

dendritik hiicreler goriilmeye baslar [164, 165]

DAMPs,
Cytokines,
Chemokines

[ | Microglia, astrocytes

T and B cells

Sekil 5.1. Travmatik beyin hasarinda immiin yanitta yer alan mediatdrlerin zamansal
dagilimi[23]

IL-1, potent proinflamatuar bir sitokindir ve asir1 iretimi ndroinflamasyon ve

ndrodejenerasyonla sonuglanir. TBH sonrasi IL-1 {iretiminde major rol oynayan inflamazomlar
(NLRPI1, NLRP2, NLRP3), mikroglialarda, néronlarda ve astrositlerde eksprese olur. TBH de,

inflamazom ve komponentlerinin travma sonrasi ilk 24 saatte arttigin1 ve 7 giline kadar bu artigin

devam ettigini diisliniilmektedir [162, 166] .

Yapilan calismalarda doksisiklinin antiinflamatuar etkileri ndrodejeneratif hastaliklarinda
(Multiple Skleroz, Parkinson hastaligi, Prion hastaligi) incelenmis olup, Ozellikle multiple
sklerozda IFN-B ve MMP ’yi inhibe ettigi ispat edilmis, 6zellikle yan etkileri kullanilan diger

ilaclara gore daha az oldugu i¢in son zamanlarda antimikrobiyal etkisi ile birlikte antiinflamatuar

bir ilag olarak da ilgi ¢ekmistir [12-15, 150, 167] .



52

- 1 \ ~
4 ' \ >
P [ \ ~

X - > 7
Alzheimer ‘ Multipl.e Parkinson TSE
Sclerosis

Amyloid B a-synuclein Prpsc

s;};; = uLN NO \
MMPs

.
cytokines

Aggregates Neuroinflammation Aggregates Aggregates
- activation —>»
inhibition _ _ _

Sekil 5.2. Norodejeneratif hastaliklarinda doksisiklinin etkileri [168]

Yapilan bagka bir ¢alismada, doksisiklinin proinflamatuar sitokinlerin ve reaktif azot ve oksijen
tiirlerinin liretiminin azaltilmas1 yoluyla mikroglial hiicre aktivasyonu iizerinde dogrudan bir
etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. Doksisiklinin bu etkilerinin, MAP kinaz p38 ve NF-kappa
B sinyal yollarinin inhibisyonu aracilig1 ile oldugu diisiiniilmektedir [169] .

Baska bir ¢alismada, TBH sonrasi1 doksisiklin ile tedavi edilen farelerde davranigsal ve motor
fonksiyonlarin iyilestigi goriilmiistiir [170] .Tavsanlarda olusturulan bir serebral reperfiizyon-
iskemi modelinde, santral sinir sisteminde doksisiklinin reperfiizyon hasarint azalttig

bulunmustur [154] .

Literatiirde ¢esitli deneysel hayvan modellerinde, doksisiklinin diisiik ve yiiksek doz arasinda
antiinflamatuar etkinligi agisindan diisiik dozun daha etkili oldugu ve yan etki bakimindan daha

uygun oldugu goriilmiistiir [15] .

Bu caligmada kafa travmasi olusturulduktan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin beyin
dokularinda Iba-1 immiinreaktivitesi gosteren mikroglial hiicreler ve morfolojilerine gore aktif

mikroglialar degerlendirildiginde ila¢ verilen deney gruplarinda mikroglial goclin ve
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aktivasyonun azaldigr goriilmiistiir. Doksisiklinin, travma sonrasi beyin dokusundaki

inflamasyonun belirte¢ hiicresi olan mikroglialar iistiinde azaltic1 etkisi oldugu goriilmiistiir.

Travma sonrast mikroglial hiicre aktivasyonun gosterilmesi i¢in mikroglia/makrofaj spesifik
kalsiyum baglayici bir protein olan iyonize kalsiyum baglayict adaptér molekiil-1 (Iba-1) tercih
edilmigtir [171, 172]. Travma sonrasit olusan inflamasyonda mikroglial hiicrelerin aktive
olmasiyla hiicrelerin morfolojileri, gen ekpresyonlar1 ve fonksiyonlar1 degismektedir. Morfolojik
olarak dallanmis, ince uzantilart olan mikroglialar doku hasari veya patojen invazyonu s6z
konusu oldugunda buna yanit olarak infiltre olmus makrofajlardan zor ayirt edilebilen,

hipertrofik ve ameboid bir hal alirlar [172, 173]

Iba-1 ile isaretlenen tiim mikroglialar incelendiginde, sham grubunda standart sapma 1.14
(n=5/grup), kontrol travma grubunda 1.67 (n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen grupta 1.92 ve 100
mg/kg DOX verilen grupta 2.88 (n=5/grup) olarak bulundu. Kontrol grubu, 10 mg/kg DOX
verilen grup ile karsilagtirildiginda, Iba-1 pozitifligi ilag verilen grupta azalmis olup bu diisiis
anlamli bulundu (p=0.0001; n=5/grup). Aynt anlamlilik, 100 mg/kg DOX verilen grup i¢in
bulundu (p=0.003). Fakat diisitk doz doksisiklin verilen gruba oranla daha fazla mikroglia
hiicresi izlendigi i¢in, diisik doz DOX’in daha fazla antiinflamatuar etkiye sahip oldugu

anlasildi.

Inflamatuar yanitta gérev alan diger hiicre grubu ise ge¢ dénemde goriilen ve kazanilmus
bagisiklik sisteminin bir parcasi olan T lenfositlerdir. Kan-beyin bariyerinin bozulmasiyla
inflamatuar sinyal molekiiller kapiller yataklara ekstravaze olur ve basta T lenfositler olmak
tizere diger 10kositlerin de mikroglial aktiviteninin oldugu hasarli bolgeye migre olmasini saglar.

Bu go¢ travma sonrasi 1. giinde baglar, 4.-10. giinlerde en yliksek seviyeye ulasir.

CD-3 pozitifligi, sham grubunda standart sapma 1.94 (n=5/grup), kontrol travma grubunda 3.20
(n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen grupta 3.76 ve 100 mg/kg DOX verilen grupta 2.36
(n=5/grup) olarak bulundu.

Kontrol grubu, 10 mg/kg DOX verilen grup ile karsilastirildiginda, CD-3 sinyali ila¢ verilen
grupta azalmis olup bu diisiis anlamli bulundu (p=0.00001; n=5/grup). Aynm1 anlamlilik, 100
mg/kg DOX verilen grup i¢in de bulundu (p=0.003). Doksisiklinin, travma sonrast beyin
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dokusundaki enflamasyonun belirte¢ hiicresi olan CD-3 {izerinde azaltici etkisi oldugu
goriilmektedir.

Diisiik doz ve yiiksek doz doksisiklin verilen gruplarin birbirleri arasinda belirgin fark
olmamasina ragmen ilag¢ verilmeyen travma grubuna oranla CD-3 pozitif hiicre oraninda belirgin

azalma tespit edildi.

Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-6’nin sham grubundaki ifadesi hem ndronlarda hem de
glialarda diisiikken, travma grubunda bu oran her iki hiicre grubunda yiiksek olarak izlendi.
Diisiik ve yliksek doksosiklin gruplarinda birbirine benzer oranda izlenen H-skorlar1 belirgin
sekilde travma grubundan diisiik olarak saptandi. IL-6 sinyal pozitifligi sham grubunda standart
sapmasit 2.07 (n=5/grup), kontrol travma grubunda 1.92 (n=5/grup), 10 mg/kg DOX verilen
grupta 2.19 ve 100 mg/kg DOX verilen grupta 2.60 (n=5/grup) olarak bulundu. Kontrol grubu,
10 mg/kg DOX verilen grup ile karsilastirildiginda IL-6 pozitifligi ilag verilen grupta azalmis
olup anlamli bulundu (p=0.003; n=5/grup). Ancak kontrol grubuna gére 100 mg/kg DOX verilen
gruptaki pozitif boyanan hiicre sayist diislis gostermesine ragmen, gruplar arasindaki fark
istastistiksel olarak anlamli bulunmad1 (p=0.58; n=5/grup).

Calismamizda, travmadan 72 saat sonra IL-6 hiicre pozitifligine bakilmistir. Ancak, IL-6 birinci
giinden itibaren yerini baska mediatdrlere birakmaktadir ve sadece inflamasyonun akut fazinda
etkisi vardir[174]. Calismamizda yiiksek doz DOX’in IL-6 seviyeleri iizerine anlamli etkisi

olmamasi da bu veriyi destekler niteliktedir.

Apoptoza giden hiicrelerin isaretlemesinde kullanilan TUNEL ydntemi gruplara uygulandiginda,
kontrol grubuna gore hem diisiik doz DOX, hem de yiiksek doz DOX uygulanan gruplarda,
apoptoza giden hiicre sayist belirgin ve anlamli bir sekilde azalma gostermistir. Yiiksek doz
DOX grubunda apoptoza giden hiicre sayisi diisiik doz DOX’ten daha az oldugu saptanmis olup

apoptozun inhibisyonu agisindan yiiksek dozun daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde cesitli deneysel hayvan modellerinde farkli dozlarda verilen DOX, antiinflamatuar
etki gostermektedir. Ancak bu ¢aligma deneysel kafa travmasi modelinde DOX’in inflamazom

ve apoptoz iizerindeki etkilerinin gosterilmesi agisindan ilktir.
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Calismamizda farelerde kafa travmasi modeli olusturulduktan 30 dakika sonra 2 farkli dozda
verilen DOX (10 ve 100 mg/kg), 3. giinde beyindeki hasar ndroinflamasyon igin ¢esitli
belirteclerle degerlendirildiginde literatiirdekine benzer sekilde antiinflamatuar etki

gostermektedir.

Diisik doz DOX’in antiapoptotik etkisi yiiksege gore daha az bulunmasmma ragmen,
literatiirdekine benzer sekilde, diger inflamatuar markerler iizerine yiiksek doza gore daha fazla
antiinflamatuar etkileri vardir. Bu durum, travmanin akut fazinda DOX’in diisiik dozunun (10
mg/kg) kullanilmasinin daha uygun oldugunu desteklemektedir[15, 175, 176]. Fakat travmanin
akut fazindan sonra bu ilacin noroprotektif etkilerinden faydalanmak i¢in(antiapoptotik), yiliksek
dozunun (100 mg/kg) tercih edilmesini Oneriyoruz. Ayn tavsiye norodejeneratif hastaliklarin

tedavisi i¢in gegerlidir.

Bu calismada 48 saat boyunca verilen doksisiklinin uzun siireli antiinflamatuar ve antiapoptotik
etkilerini ortaya koymak icin bu ila¢ daha uzun siirelerde verilebilir. IL-6 {izerine etkilerine
bakmak i¢in travmadan hemen 24 saat sonra pozitif hiicre sayis1 bakilabilir. Ayn1 zamanda spinal
ve periferal sinir travmalarinda bu ilacin etkileri bilinmemektedir ve yeni arastirmalar ve

caligmalara gerek duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak TBH sonrasi noroinflamasyon ve mikroglial aktivasyonu 6nemli ikincil hasar
mekanizmalaridir. Ikincil hasar mekanizmalarinin patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi ve
hedefe yonelik etkin tedavi segeneklerinin belirlenebilmesi icin yeni deneysel ve klinik

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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SONUC

Bu calismada Swiss albino farelerde agirlik diisiirme metoduyla olusturulan kafa travmasi

modelinde iki farkli dozda verilen DOX’in inflamasyon iizerindeki etkileri incelenmistir.

1) Doksisiklin, travmatik beyin hasarinda inflamasyonu ¢esitli yollarla azaltmaktadir.

2) CD3+ T lenfositler, 10 mg/kg ve 100 mg/kg DOX verilen gruplarda anlamli olarak azalmigtir
(p=0,00001, p=0,003, n=5/grup).

3) 10 mg/kg DOX verilen grupta IL-6 salinimi1 anlamli olarak azalmistir (p=0,003, n=5/grup).
100 mg/kg DOX verilen grupta IL-6 ile boyanan hiicrelerin sayis1 azalmistir, fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p=0,58, n=5/grup).

4) Iba-1 ile mikroglial hiicreler degerlendirildiginde, 10 mg/kg ve 100 mg/kg DOX ile mikroglial
gbclin anlamli olarak daha az oldugu goriilmektedir (p=0,0001, p=0,0003, n=5/grup).

5) Iba-1 ile boyanan mikroglial hiicrelere bakildiginda, diisiik doz DOX’in, yiiksek dozdan daha
etkili oldugu izlenmistir.

9) 10 mg/kg ve 100 mg/kg dozdan DOX verilen gruplarda, apoptoza giden hiicre sayis1 belirgin
bir sekilde azalma gostermistir.

11) Yiiksek doz grubunda apoptoza giden hiicre sayisi1 diisik doz DOX’ten daha az oldugu
bulunmus olup apoptoz inhibisiyonu acisindan yiiksek dozun daha etkileyici oldugu
diistinilmistiir.

Sonug olarak, kafa travmasinda DOX noéroinflamasyon ve mikroglial aktivasyonu inhibe ederek
ve apoptozu azaltarak ikincil hasarin siirlandirilmasinda 6nemli katki saglanmaktadir. Travma
sonrasi diisiik doz ile erken donem akut ndroinflamasyonun, yliksek doz ile daha ge¢ baslayan
apoptozun engellenmesi yoniinden daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi en dogru doz ve uygulama

zamani semasinin belirlenmesi i¢in 151k tutacaktir.
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