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OZET

Amag: Aquaporin-4 (AQP4) beyin su dengesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu c¢aligmada, farelerde fokal kortikal kontiizyon yaralanma sonrasi
intraventrikiiler yolla antisens oligoniikleotid injeksiyonu ile AQP4 baskilanmasi ve beyin

O0demini azaltic etkisi incelenmistir.

Metot: 12 haftalik, 20-25 gr agirhiginda disi Swiss albino farelerin pariyetal korteksine
kraniektomi sonrasi, 70 cm yiikseklikten 35 gram kiint u¢lu agirlik serbest diisiirme metodu ile
fokal kortikal kontiizyon modeli olusturulmustur. Sham grubunda farelere kraniektomi
yapilip; travma uygulanmamistir (5 denek). Kontrol grubunda kraniektomi yapildiktan sonra,
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla 2ul Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) verilip,
hemen sonrasinda, kraniektomi yapilmis olan kafa bolgesine agirlik diistiriilmiistiir (6 denek).
Aquaporin-4 i¢in hazirlanan 2ul DMEM igerisinde ¢o6ziilmiis 1 nM konsantrasyondaki
oligonukleotid antisens i.s.v. yolla travmanin 0. dakikasinda ve 4. saatte uygulanmistir (6’sar
adet denek). Tiim deney gruplarinda bulunan hayvanlara travmanin 24’{incii saatinde MRG
cekilip ardindan sakrifiye edilmislerdir. Farelerin beyin ylizde su miktari, yas ve kuru

agirliklar1 karsilagtirilmasi ile hesaplanmustir.

Bulgular: Sham grubunda ortalama beyin su igerigi % 77.75 iken, kontrol travma
grubunda bu deger % 79.87 olarak 6lciilmiistiir. iki grup arasindaki fark istatistiksel agidan
anlamhidir (p=0.017). Sifirinc1 dakika AQP-4 antisens tedavi grubunda beyin su igerigi
%78.81 olarak ol¢iilmiis olup, kontrol travma grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p=0.026). Dordiincii saat AQP-4 antisens tedavi grubunda ise beyin su igerigi %79.11 olarak
hesaplanmis olup kontrol travma grubu ile aradaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmamistir (p=0.39). MR goriintiilemelerinden elde edilen bulgular da sifirinct dakika
tedavi grubunda 6demin anlamh sekilde azaldigin1 gostermistir. Ancak dordiincii saat tedavi
grubundaki MR sonuglari, kontrol travma grubun sonuglari ile kiyaslaninca, anlamli bir fark

bulunamamustir.



v

Sonuc: Bu calismadan elde edilen veriler, AQP-4 antisens oligoniikleotid tedavisinin
diffliz travmatik beyin yaralanmasi sonrasi erken déonemde uygulandiginda, beyin 6deminde

anlamli azalmaya yol ac¢tigini1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: aquaporin-4, beyin 6demi, kafa travmasi, antisens oligoniikleotid



ABSTRACT

Objective: Aquaporin-4 (AQP4) plays an important role in the regulation of water
balance in the brain. In this study, inhibition of AQP4 synthesis and decrease in brain edema
following intraventricular injection of antisense oligonucleotide after focal cortical contusion

injury in mice are investigated.

Methods: 12-week, female Swiss albino mice of 20-25 g weight, were used to create
focal cortical contusion model by the weight drop method (35 grams blunt weight, 70 cm
height) onto parietal cortex after craniectomy. In the sham group, only craniectomy was
performed (no trauma) (5 animals). In the control group, weight was dropped onto parietal
cortex immediately after 2ul Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) was injected
intracerebroventricularly (i.c.v.) following craniectomy (6 animals). 1 nM of aquaporin-4
antisense oligonucleotide was dissolved in 2ul DMEM and injected via intracerebroventricular
(i.c.v) route immediately before trauma (minute 0) and at 4 hours after trauma (6 animals per
group). All animals underwent MR imaging and were sacrificed at 24 hours after trauma.

Percent brain water content was determined using the wet/dry weight method.

Results: In the sham group, the average percent brain water content was 77.75%, while
it was 79.87% in the control trauma group. The difference between two groups was
statistically significant (p=0.017). In the zero-minute AQP-4 antisense therapy group, average
brain water content was 78.81% and significantly reduced in comparison to the control trauma
group (p=0.026). In the fourth-hour AQP-4 antisense therapy group, the average brain water
content was 79.11%, and the difference between this group and the control trauma group was
not statistically significant (p=0.39). MR imaging findings also showed significant reduction
in brain edema in the zero-minute treatment group. However, the results of the fourth-hour
treatment group, when compared with the control trauma group, did not show a significant

difference.
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Conclusion: The results of this study demonstrated that AQP-4 antisense
oligonucleotide therapy, when administered early after diffuse traumatic brain injury, leads to

the significant reduction in brain edema.

Keywords: aquaporin-4, brain edema, head trauma, antisense oligonucleotide
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1. GIRIS VE AMAC

Agir travmatik beyin hasar1 ve bunun sonucunda gelisen beyin 6demine bagli mortalite
ve morbidite oldukca yiiksektir [83,154] Kalic1 sakatliklara ve hatta Oliime yol agabilen
travmatik beyin hasarinda iki temel hasardan s6z edilmektedir. Travma aninda olusan kafatasi
kiriklari, kontiizyon, hematom, laserasyon, diffiiz aksonal hasar gibi dogrudan hasarlar birincil
hasarlar olarak isimlendirilirken, bunlar1 takip eden ve etkileri uzun siiren, hiicresel ve
molekiiler diizeydeki degisiklikleri igeren, birbiriyle iliskili patofizyolojik siiregler ise travma
sonras1 ikincil hasar olarak tanimlanmaktadir. Cesitli ndrokimyasal mediyatdrlerin salinmasi,
artmis kafa i¢i basinci, beyin ddemi, hidrosefali ve herniasyonlar ikincil hasarda rol oynayan
temel olaylar arasinda sayilabilir. Bu patofizyolojik olaylar arasinda beyin 6deminin énemli
bir yer tuttugu bilinmektedir. Birincil beyin hasari sirasinda gergeklesen hiicre oliimii,
salgilanan mediyatorler, artmis kafa i¢i basinci, kan beyin bariyerinin ve serebrovaskiiler
otoregiilasyonun bozulmasi ve daha bir¢ok hiicresel siire¢ beyin 6demine katkida bulunurken,
beyin 0demi ise kafa i¢i basinct daha da artmasina, bdylece serebral perflizyonun bozulmasina
ve herniasyonlara sebep olarak oliime kadar giden sonuglara yol agabilmektedir. Bu nedenle
travmatik beyin hasar1 sonrasi beyin 0deminin Onlenmesi ve diizeltilmesi temel tedavi

hedeflerinden birini olusturmaktadir [20,21,74,75,76]

Sirasiyla intraseliiler ve ekstraseliiler su hacminde artigla karakterize, sitotoksik ve
vazojenik 6dem beyin 6ddeminin iki esas formu olarak kabul edilmektedir. Sitotoksik 6dem
hiicresel hasar sonucu olusurken, vazojenik 6dem ise kan-beyin bariyeri geg¢irgenligindeki
artisa bagli olusur. Travmatik beyin hasarinda her iki 6dem tipinin de rol oynadigi

bilinmektedir [14,15,74]

Son yillarda arastirmalar, diffiiz travmatik beyin yaralanmasinin patofizyolojisinde
sitotoksik 6demin, vazojenik 6demden daha {istiin role sahip oldugunu gostermistir.Bununla

birlikte hiicre membraninda yerlesimli aquaporinlerin ifadesinde artisi, 6zellikle de AQP-4’1in,



diffliz travmatik beyin hasarinda beyin ddemi,kafa ici basing artis1 ve mortalite ile dogrudan

orantili oldugu ispatlanmigtir.[128]

Aquaporin-4, astrositler iizerinde eksprese edilen bir membran proteini olup hiicre i¢i
ve dis1 arasinda su gecisini saglayan kanal gorevi gormektedir. Daha dnceki arastirilmalarda
AQP4'in beyin 6deminin olusumunda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.Bu sonuglar, ikiyonlii
su kanali olarak gorev yapan AQP4'lin sitotoksik ddem sirasinda hiicre igi su birikimini
artirici, vazojenik ve interstisiyel Odemde ise beyin dokusundaki asir1 suyun
uzaklastirilmasininda kolaylastirici bir fonksyonu oldugunu gostermektedir.[26,27,77] Travma
sirasinda hasarin oldugu bolgede AQP4 ekspresyonunda artis izlenirken, hasar etrafindaki

dokuda ise azalma dikkati ¢ekmektedir [32,33,76]

Gilintimiizde semptomatik tedavilere ragmen bu hasta grubunda mortalite ve morbidite
halen c¢ok ytiksektir. Labaratuvar ila¢ arastirmalarin biiyiik ¢ogunlugunun optimum yanitlari
cok diisiik olup; yan etkilerin yiiksek olmasi ve insan {lizerinde uygulanmaya hazir olmamasi,

bu ilaclarin deney asamasinda kalmasina sebep olmustur. [71,128,153]

[k olarak 1998 yilinda, Andrew Fire ve arkadaslari tarafindan Gen tedavisi ve RNA
interferans-engellenme (RNAi) kavrami gilindeme getirilmistir.[61] RNA engellenmesi,
genomdaki her hangi bir geni kisa ¢ift zincirli RNA(dsRNA) lar1 kullanarak spesifik olarak
susturabilir.  Labaratuvar ortaminda RNA interferaz hiicre i¢i sinyal mekanizmalarini,
gelismenin genetik sirlarinin agiklanmasinda, kanser, enfeksiyon aragtirmalarinda rutin olarak
kullanilmaktadir. Antisens oligoniikleotidler; kisa, sentetik, tek iplikli DNA parcasi olup;
hedefi mRNA diizeyinde gen ekspresyonunu inhibe etmek suretiyle protein sentezini
engellemektir. Biitiin gelislemelere ragmen RNA interferaz tedavisi klinik uygulamalarinin
cok uzaginda goziikmektedir. Su ana kadar insanlar iizerinde her hangi bir test veya calisma

yapilmamisken; sadece bazi hayvan ¢alismalarinda basarili oldugu gosterilmistir.[61]



Bu calismanin amaci, travmatik beyin 6deminde, sitotoksik 6ddemin 6n planda olmasi
nedeniyle, AQP4’iin membrana baglanarak fonksiyon kazanmasini saglayan transkripsiyon
irliniiniin, oligoniikleotid antisens aracilig1 ile baskilanmasi;bdylelikle 6dem {izerine olumlu
etkide bulunacagi seklindedir; Bunun sonucunda da, AQP4 antisens oligoniikleotidlerin
travmatik beyin hasarinda, beyin Odemini azaltict yeni bir tedavi sistemi olabilecegi

ongoriilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kafa Travmalarimna Giris

Kafa travmalari, acil polikliniklere basvuran hastalar arasinda Onemli bir yer
tutmaktadir. Kafa travmalari 6ldiiriicii, sakat birakici ve uzun siire tedavi ve bakim gerektiren
bir patoloji olup istatistiksel olarak 6liim nedenleri arasinda besinci siray1 almaktadir.[71] Kafa
travmal1 hastalarda, intrakranyal hasarn bir an Once tesbit edilebilmesi, intrakranyal hasar

olusturabilecek risk faktorlerinin iyi belirlenmesine baghdir.

Norotravmaya klinik yaklagim giiniimiizde modern acil servislerin en kalict ve en
kapsamli problemlerinden biridir. Her sene yaralanan ¢ok sayida hastaya verilen tibbi
hizmetlerin mali yiikii olduk¢a ytiksektir. Travmatik yaralanma hayatin erken on yillarinda
6liimiin ve kalic1 sakatliklarin biiyiik bdliimiinden sorumludur. insidans ellili yaslara dogru
kademeli olarak azalir ve daha sonra diizgiin bir bicimde artar. Kafa travmasina bagl tiim
Olimlerin %35-51 ‘sinden trafik kazalari sorumludur. Yiiksekten diismeler ise tipik olarak ¢ok
geng ve yash kisilerde yaralanmalarin biiylik bir kismini olusturur. Okul 6ncesi ¢aglardaki

cocuklarda kafa travmalarmin %70’1 diismelere baglidir.[70]

Kafa travmasinda darbenin neden oldugu birincil hasar kacinilmazdir ancak kafa
travmali kisilerde tan1 ve tedavideki amag, ikincil beyin hasarina neden olacak olaylar1 en aza

indirmektir.[70,71]



2.2 Kafa Travmalarinin Tarihcesi

Kafa travmalar ile ilgili ilk rapor M.O. 2800 yillarinda yasayan Misithi hekim
Imhotep’e aittir. Thabes sehri yakinlarinda bir mezardan ¢ikarilan ve M.0.1700 yillarma ait
olan bir papirusta Imhotep’e ait olan travmalarin muayene tan1 ve tedavi prensipleri
belirtilmistir. Bu papirusta yazilan 48 travma vakasinm 15°i kafa travmastile ilgilidir.Imhotep
kafa travmalarini tedavi edilir, edilebilir, edilemez olarak ii¢ gruba ayirmistir.Yiizyillar sonra
bugiin de, bu gruplandirma gegerlidir, ancak tedavi edilemez kafa travmalar1 oran1 ¢ok daha
aza inmistir.Eski Inka imparatorlugu mezarlarinda bulunan kafataslarmin incelenmesi,
kafadaki trepenasyonlarin baslangigta batil nedenler daha sonra tedavi amagh kullanildigini

diistindiirmektedir.[68]

Avusturya ve Fransa’da cilali tag devrine ait mezarda bulunan kafataslarinin %10’unda
trepanasyon belirtileri goriilmiistiir. Avrupada tedavi amaci ile ilk Trepanasyonlar Hippocrates
(M.0.460-355), Cornecius Celcus (M.S.1.yiizy1l), Galen(M.S.131-201) gibi eski Roma tibbi
doktorlarinca kullanilmistir. Tbni Sina (Avicenna) M.S. 9.yiizyilda trepanasyonu &nermistir.
Biiyiik Arap cerraht Abulcasis M.S.11.ylizyilda 6zellikle ¢okme kiriklar1 ve birlesik kiriklarini

trepanasyonla tedavi etmistir.[68]

Zamaninda papalarin doktoru olan Guy de Chauliac (M.S. 1300-1386) kafatas1 ¢cokme
kiriklarinda cerrahi tedaviyi onermis ve uygulamistir. Ambroise Pare, 1510°da Fransa krali

2.Henri’nin travmatik orbita iistii kafa i¢i hematom ameliyatini yapmustir.[68]

Berengorius Bologna Universitesi’nde bir profesor olan Capri’li Jacop, 1518°de Kafa
travmalari tlizerine ilk kitabini yazmistir. Bu kitap sadece norosirurji konulari iizerine yazilmis
ilk kitaptir.16. yiizyilda Fransiz Jean L.Petit kommasyon, kontlizyon ve kompresyon Ayrimini
yaparken, Ingiliz Pervical Pott kranyoserebral travmalarda kap degil onun iginin dnemli

oldugunu yani kafatasinin degil beynin 6nemini vurgulamistir.[68]



Bronz ¢aginda Ikiztepe-Samsun y&resinde trepenasyon yapildigi,Anadolu’da Erken
bronz ¢aginda Kiiltepe yoresinde yasamis Asurlarin trepenasyon yaptiklart arkeolojik
caligmalarda ortaya ¢ikarilmistir. Arkeolojik ¢alismalardaki en ¢arpici bulgu Urartu donemine
(M.O. 800) ait Dilkaya-Van yoresinde bulunan kafatasidir. Kafa travmasi gecirmis, orta
meningeal dallarini ¢aprazlayan, frontalden oksipitale uzanan lineer fracture sahip bir hastada,
muhtemelen epidural bir hematomu bosaltmak i¢in 11x6cm boyutlarinda serbest fleb
kraniotomi gergeklestirilmistir. 13 tane burr hole agilmis ve bunlar bir keskiyardimiyla

birlestirilerek kemik kaldirilmis ve islem sonrasi tekrar yerine konulmustur.[68]

2.3 Kafa Travmalarimin Epidemiyolojisi

Kafa travmasi hayatin erken donemlerinde 6liim ve sakatliklarin en sik nedenidir ve en
¢ok 15-34 arasindaki yas gurubunu etkilemekte olup; erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha
fazla rastlanmaktadir. ABD’de yilda her 100.000 kisiden ortalama 403’ii kafa travmasina

maruz kalmaktadir. Bunlardan81 hasta, hastanede yatarak tedavi edilir.[81]

ABD’de yilda 1.7 milyon insan kafa travmasina maruz kalmaktadir; yillik 6liim sayist
ise 53000 kisidir.[67] Son yillarda o6lim orant 100.000’de ortamala 18.4 olarak
gerceklesmektedi.[65]

Amerika Birlesik Devletleri'nde 1989-2007 yillar1 arasinda yapilmis olan bir
resrospektif ¢alisma sonugunda, travmatik beyin yaralanmalarin birinci nedeni atesli silah
yaralanmalari (% 34.8) olusturmaktadir. Sonraki nedenlerini ise motorlu tasit kazalari(%31.4)
ve yiiksekten diismeler (%16.7) olusturmaktadir. Ancak atesli yaralanmalar1 sonucu gelisen
travmatik beyin yaralanmalar1 daha geng yaslarda goziikiirken(15-34), diismeler ise daha ileri
yaslarda(>75) ve motorlu tasitlar kazalar1 15-24 yaslarinda ( 100000 de 11.4) travmatik beyin

yaralanmalarinin nedenini olusturmaktadir.[65,81]



2.4 Kafa Travmalarinin Fizyopatolojisi

Son yillarda kafa travmalar1 nedeniyle 6liim oranlarinda biiytik bir diisme gozlenmistir.
Bu ilerleme ise trafik kurallarin daha yaygin ve siki sekilde uygulanmasinin yani sira kafa

travmalariin fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasi sayesinde elde edilmistir.

1975 yilinda yazilmis olan ‘patients with head injury who talk and die’ makalesi darbe
aninda birincil hasarlanma ile etkisi sonradan olusan ikincil hasarlanma arasindaki ayirimi

dramatik olarak gostermistir.[84,85]

1975 yilinda birincil darbe kaynakli yaralanma genel olarak anlik ve geri doniissiiz
olarak kabul edilirdi. Ancak bu goriis daha sonra kismi olarak degismeye baslamistir. Yapilan
caligmalar birincil beyin yaralanmasindan saatler sonra bile hiicre dliimlerinin baslayabildigi
ve hatta bunda daha da onemli olarak darbenin etkisinin geri doniimsiiz olmadigini ortaya
koymustur. Bunun sonucunda travmatik hasarlanma tek basina darbenin etkisinden
kaynaklanmis olmayip ikincil yaralanmanin da sonuglar iizerine énemli rolu oldugu kabul
edilmistir. Son yillarda ikincil beyin hasariin etkisinin azalmasina yonelik molekiiler, gen ve

farmakolojik mudahaleler diistintilmektedir.[70,71,85]

Travmatik beyin yaralanmasinda, ardi ardina gelisen ve bir biri ile iligkili olan dort

temel asamadan bahsedilmektedir :

1- Birincil hasarlanma

2- Birincil hasarlanmanin geligimi

3- Ikincil ya da ilave hasarlanma

4- Tyilesme



Birincil beyin yaralanmalari:

Travma aninda ya travmanin direkt etkisi sonucu olarak beyin parankiminde ya da
ivmelenme kuvvetlerine bagli uzun siire beyaz cevher gerilmelerinde meydana
gelir.Ilvmelenme kuvvetleri uzun siire beyaz cevher gerilmelerinde kopukluk ve ayrilmaya

neden olarak aksonal harabiyet ve ikincil yaralanma ve hiicre 6liimiine yol acar.[90]
Ikincil beyin yaralanmalari:

Travmatik beyin yaralanmalarin klinik bulgusu; kafatasi kemiklerinin mekanik
giiclerin etkisine maruz kalmasi, ardindan beyin dokusu ve vaskiiler yapilarin distorsiyonu ile
baslar. Travmanin sonucu gelisen hasarin niteligi; bu mekanik giiclerin siddeti,yonii ile
belirlenir. Bu nedenlerle kafa travmasi fokal yada diffiiz olarak oliisabilmektedir.Fokal beyin
yaralanmasina sebeb olan olaylarin fizyopatolojisi diffiiz beyin yaralanmalar1 ile farklidir.
Fokal beyin yaralanmalarinda kontiizyon ve hematomlar kitle etkisi olusturur; Bu da sifte,

herniasyon ve beyin sap1 basisina sebeb olur.[85,86]

Kafa travmanin ilk olayin ardindan; bir dizi fizyopatolojik siiregler sonucunda ikincil
hasar meydana gelir. Birincil hasar, bu ardi ardina gelisen olaylarin baslaticis1 olup; hem
viicutta hem de beyin dokusunda siireglerin baslatilmasini tetikler. Bu ardi ardina gelisen
siiregler, travmaya bir sistemik yanit olarak gelisir; noronal harabiyet ve hiicre oliimiine ile

sonlanir.

Birincil travma sonucu, ndéronal doku, vaskiiler doku ve ya her ikisi hasarlanabilir.
Bunlar daha sonra ve geg¢ ortaya ¢ikan ikincil patofizyolojik siireglerle komplike hale gelebilir.
Birincil travma sonrasi uyarilan sistemik ve intrakranial inflammatuar yanit; bir dizi
biomolekiiler degisikliklerin dnemli pargasini olusturmakla, mikrosirkiilasyon da regiilasyon
bozulmasi ve noronal biitiinliiglinlin bozulmasina yol acar. Bunlarin sonucunda da;

mikrodolasim bozukluklari, astrosit ayak c¢ikintilarin sismesi ve astrositlerde proliferasyon



(astrogliozis) sonucu kan-beyin bariyerin bozulmasi, astrosit proliferasyonu; glutamat geri
alimma ve ndronlarin depolarizasyonuna neden olur; bu da merkezi sinir sistemi hasarimin

tetikleyici noktasidir.

Beyaz ve gri cevher yaralanmalarinda, kalsiyumun hiicre icine girisi, molekiiler
kaskadlarin baglatilmasinda onemli bir role sahiptir. Kalsiyum ve c¢inko akini, serbest
radikaller, mitokondriyal disfonksiyon ve postsinaptik reseptor degisikliklerine neden
olmaktadir. Ayrica; aksonlarin kopmasi sonucunda; akson igine kalsiyum girisi ile birlikte bir

dizi protein yikimi kaskatlar1 da baslatir ve bu siirecler daha da komplike hale gelir.[79,85,90]

Inflamatiiar hiicreler, ikincil beyin hasarin katkisinda bulunmaktadir; Bununla birlikte
proinflamatiiar sitokinlerin salimimi baglar ve postsinaptik reseptor degisikliklere, hiicre

Oliimii kaskatlarin aktivasyonuna neden olur.[85]

Sistemik hipotansiyon, hipoksi, hiperkapni, serbest radikaller ve sitokinlerin salinimu,
hiicresel hasar, kan-beyin bariyerin bozulmasi, 6dem ve kafa i¢i basing artigi; bu siireglerin
sonucunda ortaya ¢ikan bulgulardir. Dolayisiyla beyin dokusunda hipoksi, iskemi ve akson

harabiyeti ve hiicre 6liimii ile sonlanir.[79,90]

Travmatik aksonal yaralanma; uzun vadeli kotii prognozun ve sag kalim oranin

diismesinde giivenilir bir bulgu olarak kabul edilmistir.[85,79] , (Sekil 1)

Kafa travmalarinda ortaya ¢ikan dokulardaki patofizyolojik degisiklikler, asagidaki
sekilde siniflanmaktadir: [14,85,86]. (Sekil 2)

A- Noronal dokuda olusan siire¢

1- akson

2- sinaptik aralik



B- Vaskiiler dokuda olusan siire¢

C- Kan-beyin bariyerinde olusan siire¢ ve beyin 6demi

D- inflamatuar siire¢

Primary injury Secondary injury
Mechanical tissue deformation, Excitatory amino acid
resulting in necrotic cell release; calcium influx
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blood vessels, neurons, glia and »
axons, and initiation of
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Blood-brain barrier damage; oedema;
wensalp | iNCreased intracranial pressure; altered
cerebral flow; ischaemia and hypoxie;
increase in lactate; energy deficits

|

Brain damage (cell death, axonal
CTTLTLLLL injury, brain atrophy and
demyelination)

l

Functional deficits

Sekil 1. Travmatik beyin hasariin patofizyolojisi [Animal models of traumatic brain
injury,Nat Rev Neurosci. 2013 Feb. de yapilan ¢alismadan alinmistir.79]
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Microglial infiltration

ﬂf © Proinflammatory

@ intra-axonal /
Ca™* accumulation
|

®
V= Prolesses s ¢
s

Axonal disconnection

Sekil 2. Travmatik beyin hasari sonrasi ikincil yaralanma fizyopatolojinde 6nemli
siirecler. [Traumatic brain injury: can the consequences be stopped?, CMAJ. 2008 Apr de yapilan
caligmadan alinmistir. 85]

A- Noronal Dokuda Olusan Siirec

1- Noron-akson

Difiiz aksonal yaralanma(DAI); Beyaz cevher yollarinda birden fazla kii¢iik lezyonlar

ile karakterizedir. Bu tiir hastalar genelde koma halinde olur ve kotii prognozlar: vardir.Son
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yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, eskiden kabul gérmiis olan, diffiiz aksonal yaralanma
sirasinda  aksonlarin, darbenin oldugu sirada tamamen yirtilmasi teorisinde Onemli
degisiklikler yapmistir. Bu ¢aligmalara gore tamamen aksonlarin yirtilmasi ¢ok az olup daha

¢ok aksonlarda kismi hasarlanmalar olmaktadir.[85]

a.Travma sonrast 5-30 dakikalar icerisinde ve genelde 60 dakikay1 gegcmeden yirtilmig

olan aksonlarin biitiinligii tekrardan korunur

b.Darbenin etkisi ile aksonlarda olugan gerilmeler meydana gelir ve bununla birlikte,
aksonlarin biiylik bir kisminda daha sonraki zamanlarda, kesilme ya da ikincil aksonotomi

olusur.[85]

Aksonlarda parcalanmalar ¢ogulukla nod ve paranodal bolgelerde ve genellikle de
intermodal bolgede olusuyor.Bu nodal gerilme hizli bir aksonal hasarlanma ile
sonuglanabilirken c¢ogunlukla tam bir hasarlanma ile sonuclanmaz ve gelisen diger
fizyopatolojik olaylar sonucu ya ikincil olarak aksonotomiye doniisiir yada iyileserek normal

fonksiyonel yapiya gecer.[85,88]

2- Sinaptik aralik

Direkt travmanin etkisi ile aksonlarin ranvier nodlar1 iizerinde bu degisiklikler
olusurken ayni zamanda travma sinapslar {izerinde de degisik problemlere sebep
olabilmektedir. Kafa travmasi c¢alismalarinda direkt travmanin etkisi ile bir ¢ok
norotransmitter seviyelerinde degisiklikler oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalarda &zellikle
eksitator aminoasidlerin ekstraselliiler potasyumun 3-4 kat fazla oranlarda bu boélgede oldugu
gosterilmistir. Bir de travma iizerine iskemik olaylar eklendiginde bu eksitator
aminoasidlerdeki artis 50-60 kat fazla seviyelere ulagsmaktadir. Ayrica ekstraselliiler bolgede
potasyum artis1 eksitator aminoasidlerin salinimini tek basina da arttirabilmektedir. Bu artan

eksitator aminoasidler postsinaptik aralikta birtakim reseptorlere baglanarak etkilerini
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gostermektedirler. Bu reseptorlerden olan NMDA reseptorleri eksitator aminoasidlerin
kendisine baglanmasi ile ndronda depolarizasyona sebep olarak hiicre igerisine Ca ve Na
girisine sebep olur. Bir diger reseptor olan AMPA’nin etkisi ise sadece hiicre i¢gine Na, hiicre
dismma K cikisinin saglanmasidir. Son yillarda yapilan calismalar metabotropik eksitator
aminoasid reseptorleri adinda degisik bir reseptor ¢esidinin varligini ortaya koymustur. Ca

iyonlar1 yagsamin temel mesajcilari olarak kabul edilir.[85,88]

Ca iyonlart hiicre i¢in temel fonksiyonlar olan mitozun baslamasi, regiilasyonu,
motilite, biiylime, sekresyon gibi islevleri diizenler. Ancak 6zellikle néronlar i¢in kontrolden
ciktiginda Oliimciil olur. Travmadan sonra olusan hiicre igindeki Ca miktarlarindaki artis,
hiicre icinde bulunan fosfolipaz, proteaz ve lipazlar1 aktive ederek hiicre proteinlerinin,
lipidlerinin ve DNA’nin sindirilip parcalanmasina sebep olur. Postravmatik eksitator
aminoasidlerin artis1 beyin dokusunda OH yapimini artirmaktadir. Ayrica artmis hiicre i¢i
Ca’da sebep oldugu artmis fosfolipaz aktivitesi nedeniyla arasidonik asidlerin yikilmasina ve
bunun sonucunda olusan serbest radikaller ve hipoksik serbest radikal olusumu lipid

peroksidasyonuna sebep olarak kalici néronal hasarlanmaya sebep olur. [85,88]

B- Vaskiiler Dokuda Olusan Siirec

Birincil travma sonrasi yaralanma sonucu gelisen kontiizyon ve intraserebral
kanamalarin etrafindaki dokuda ciddi boyutlarda beyin kan akiminda azalma olusmaktadir.
Daha agir travmalar sonucunda kan damarlarinda yirtilmalar ve mikro kanamalar
olusabilmektedir.Serebral damar yaralanmasi,kan-beyin bariyeri bozulmasina yol agar ve bu
da hiigre icerisine bagisiklik hiicrelerinin girisi ve inflamatuar reaksiyonlarin uyarilmasini

tetikler. [75]

Beyinde hemen hemen biitiiniiyle aerobiK mekanizmalar hakimdir. Yaklasik 70 kg
agirliginda olan bir insanin dakikada O, gereksinimi 250ml.dir. Beyin kullandig1 O, miktar1

ise  3.3ml./100gram/dakikadir. Bu miktar1 saglamak amaciyla kan akimin 55-
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65ml/100gr/dk’nin altina diismemelidir. Kan akimi bu parametrelerin altina diistiiglinde ise
iyonik homeostazisi saglayacak olan enzimler ¢aligmamakta ve bu noktadan itibaren enerji
iiretimi anaerobik glikolizis ile saglanmakta ve bu da asir1 derecede laktat iiretimine sebep
olmaktadir. Laktat’in artmasi hiicrede asidozise ve Ca iizerinden hiicrenin yikimina kadar
patofiyolojik reaksyonlara sebep olabilmektedir. Aslinda bakildiginda travmanin direkt etkisi
ile olusan iyonik dengenin bozulmasi ve bunun sonucunda meydana gelen anarsik ortamin
diizeltilmesi icin postravmatik erken donemlerde hasarlanan hiicrelerde asir1 derece enerji
istegi olmaktadir. Bolgesel kan akiminda azalma olusursa bu dokudaki hasarlanma, artan
enerji isteginin karsilanamamasi1 yada anaerobik glikolizisle karsilanabilmesi sonucunda daha

da fazla hasarlanabilmektedir. [81,88,90,91]

C- Kan-Beyin Bariyerinde Olusan Siire¢ ve Beyin Odemi

Beyin 6demi agir kafa travmali olgularin hemen hepsinde olusur.Travma sonrasi
ekstraselliiler voliimde artis olur. Bununda nedeni ise travmanin yarattig1 mekanik etkiye bagl
olarak kan-beyin bariyerindeki bozulma ve orta agirlikli molekiillere gegirgenliginde artisin
olusumudur. Travmanin siddetinin artisi, kafa i¢i basin artis1 ile bire bir ilgilidir( 6zellikle
Basincin 40mmHg ve iizeri oldugu durumlarda).Kafa i¢i basing artigi, ayn1 zamanda hipoksi,

iskemi, 6dem, hidrosefali ve herniyasona da neden olabilir. [75]

Odemin olusumunda, kan-beyinbariyerin bozulmast ve serebral damarlarda
otoregiilasyon bozulmasiyla birlikte vazodilatasyon da rol oynamaktadir. Travma sonrasi
birinci saatten sonra ekstraselliiler mesafe hizli bir sekilde kiigiilerek su molekiilleri hiicre
icerisinde artmaya baglar. Bu sirada meydana gelen glikozun mikrosirkiilasyona ulagamamasi
ya da ikincil gelisen iskemi sebebi ile iyonik hemostazisin tekrar saglanamamasi, hiicre igi
O0demin daha da fazla artmasina sebep olur. [75,90,92] Genel olarak, travma sonras1 sitotoksi

0demin vazojenik 6deme gore daha baskin oldugu diistiniilmektedir.
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D- inflamatuar Siirec

Travmatik beyin hasari; karmasik bir patofizyolojik siire¢ olup; beyin dokusundaki
immiin yanitin uyandirmasi yanisira sistemik immiin cevaplar1 da baglatir. Birincil hasar
sonras1 gelisen kan-beyin bariyer bozulmasi ve ndronal yaralanmalar sonucunda, bir dizi
inflamatuvar reaksiyonlarin baslamasimna ve dolayisiyla kemokinlerin iiretimi ve lokal
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonuna neden olur. Sistemik dolagimda olan immiin hiicreleri
bozulmus olan kan-beyin bariyeri sayesinde beyin dokusu ve travmatik bolgeye ulasir ve bir
dizi mediyatorleri salgilanmasiyla hiicre sismesi ve 6liimiine yol acir. Bu iglemler sirasinda en
onemli nokta notrofillerin dokuya infiltrasyonudur. Bu infiltrasyonda selliiler adheziv
molekiillerin salgilanmasi, inflamatuar medyatorlerin iiretimi, yiizeyel antikoagiilan
mekanizmalar1 bozulmasi ile olusan endotel hiicre hasarlanmasi ile tetiklenir. Notrofillerin
aktive olmalar1 sonucunda serbest radikaller salgilanir ve proteazlar aciga cikar ve vaskiiler
yapilarda hasarlanmalara sebep olarak kan-beyin bariyerini bozup beyin 6demine sebep olur.
Ayrica bu mekanizmalar igerisinde noronlar arasinda iletisimi saglayan, vaskiiler yapinin
tonositesinde etkili olan ve piht1 olusumu ve nétrofiller iizerinde toplayici etkisi olan nitrik
oksid de yer alir. Kafa travmalar1 sonrasi ortamda olusan Nitrik oksiti sentezleyen enzimlerden
olan endotelyal kaynakli nitrik oksit sentetaz serebral mikrosirkiilasyonda vazodilatator etki ile
prognozu iyilestirici etki yaparken, noronal kaynakli olan ve inflamatuar olaylarda indiiklenen
formlari ile serbest radikaller olusturarak mitokondrial fonksiyonlar1 bozmakta ve DNA yikimi

ile direkt hiicre 6liimlerine sebep olmaktadir. [75,92]

Serbest oksijen radikallerin travmatik beyin hasarin fizyopatolojisinde énemli bir rolii
oldugu diistiniilmektedir.Ayrica travmatik beyin hasari, sadece beyin dokusunu degil; Periferik
organlarida sistemik immiin yanit1 uyandirmakla etkileyip multi organ hasarina yol agabilir.
Sonugta, bu immiinopatolojik reaksyonlar nedeniyle birincil travma sonrasi aksonal
yaralanmalar ve dejenerasyon {izerine ikincil hasar da eklenerek travmatik beyin
yaralanmasinda en 6nemli klinik tabloya yol acan,yaygin aksonal hasar ve yaygin beyaz

cevher dejenerasyonuna neden olmaktadir. [75,92]
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Giliniimiizde bu asir1 savunma mekanizmalardan kaynaklanan etkilere kars1 bir tedavi

protokolii mevcut degildir. [75], (Sekil 3), (Tablo 2)
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Sekil 3. Travmatik beyin hasarinda mekanizmalar.
New perspectives on central and peripheral immune responses to acute traumatic brain injury. J
Neuroinflammation. 2012 Oct .de yapilan ¢aligmadan alinmigtir.75]



Tablo 1. Travmatik beyin yaralanmasinda 6nemli rolu olan inflamatiiar mediatorler:

[New perspectives on central and peripheral immune responses to acute traumatic brain injury. J

Neuroinflammation. 2012 Oct .de yapilan ¢alismadan alinmigtir75]

Table 1 Important inflammatory mediators in TBI

Chemokines| cytokines Functions Reference

[(ab] Macrophage infiltration Striling et af., 2004 [42)

2o Inflammatory activator and immune cell attraction Helmy et al , 2010 [43]; Comerford et al,
2010 (44); Das er. al., 2011 [45]

cc Neuromodulatory Biber et. al., 2002 [46}; de Jong et al.,
2005 [47)

L1 Neuronal injury Rothwell, 1999 (48]

IL-6 B88 dysfunction, neuroprotection Kossmannet.al, 1995 [49]; Penkowa etal,
2003 [S0)

IL10 Neuroprotective Kremiev and Palmer, 2005 [51)

TNFa B88 breakdown, Kim et ol , 1992 [52)

Cerebral inflammation, Ramilo et. al , 1990 [53]
IL-8 Neutrophil infiltration Whalen et al., 2000 [54]

2.5 Kafa Travmalarinin Mekanizmasi

Insan viicudu giinliik hayatta birgok degisik
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sekilde mekanik giiclerle

karsilasabilir.Uygulanan giiciin siddeti dokularin karsi koyma kapasitesini asarsa doku hasari

olusur. Giiciin siddeti genel fizik kurallarina uyar. Viicut dokular iizerindeki asir1 mekanik

giiclin etkisi ile kompresyon, traksiyon, torsiyon olusur ve sonucta olusan hasarin niteligi

sadece mekanik gii¢ ile orantili degil ayni1 zamanda hedef dokunun yapisi ile de ilgilidir. [82]

Kafa travmali hastalarda ortaya ¢ikan kompleks patofizyolojik fenomenler,beyin ve

beyni c¢evreleyen yapilara disaridan uygulanan mekanik giiclere verildigi yanita gore

degerlendirilir. Kafa travmasina yol agan mekanik faktorlerin anlasilmasi hem etkin 6nlem

stratejilerinin kurulmasi ve hem de kafa travmalarinin kisa ve uzun dénemdeki olumsuz

sonuglarinin azaltilmasi i¢in gereklidir. Mekanik giiclin yonii, biiylikligi, uygulanim hizi,

siiresi ve yeri kafa travmasinin tipinin ve agirliginin belirlenmesini saglar. [82,83]
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Kafaya yonelik mekanik gligler ¢cok say1 ve sekillerde uygulanir: [13,82,86,90,92]
Travma sirasinda kafaya yiiklenen giicler iki sekilde uygulanabilir: Uygulanan giiclin

amplitiidii, hiz1, siiresi ve ivmesi, giiclin biomekanigini belirtmektedir. [86,90,92]
2.5.1 Travma Biomekanigi:
A. Statik yiiklenme
B. Dinamik yiiklenme

Tablo 2. Travmatik beyin yaralanma mekanizmalar1

STATIK

MEKANIK KUVVET INDIREKT
DINAMIK
DIREKT
CARPISMA CARPMANIN OLMADIGI
BAS AKSELERASYONU
/ \\
Y PENETRAN OLMAYAN YARALANMA/ (Bag Hareketi)
DIREKT BEYIN DEFORMASYONU | CARPISMA e
(Bag Harekati) (Bag Hareketi)  Minyatir domuizlar  Primatlar
___,....--—"'" \\ /-"““--..__ « Tavsanlar
ZORLANMIS ZORLANMIS CE

« Lateral Swi « Kontrolli « kel Garpisma

Perkisyonu * Yiiksek Hizh Kontilzyon Akselerasyon Modelleri
« Konfrolig Korfikal Titregimli Hasar * Aguik Digirme  « Koyun tiird Carpisma

Carpgma Modelleri Modeli
« Fokal Kortikal

Kompresyon
o Yoksek Hah

Tiiregimi Hasar

A.Statik yiiklenme:

Statik modellerde mekanik gii¢; Belirli amplitiid ve silireye sahiptir, oysa hiz ve ivme

ile ilgisi yoktur. Dogal olarak, statik modellerde genellikle travma ile ilgili olan morfolojik ve
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fonksiyonel 6zellikler tizerinde odaklanmaktadir.Bir kranial sinirin forceps nedeniyle belli bir

zaman siiresi i¢in ezilmesi, bu tiir yaralanma tipine verilmesi gereken uygun bir drnektir. [86]

Statik yiiklenme yavas ve tedricidir. Bu tiir travmada giiciin uygulanmasi, 200msn yada
daha uzun bir siire icerisinde kafanin sikigsmasi ve etki altinda kalmasina neden olur. Cig,
deprem gibi dogal afetler ile kafay1 sert yapilara kars1 sikistiran, yavas hareket eden araclarla
bu tiir gii¢ yiikklenmesi ortaya ¢ikabilir. [82] Statik gii¢ yliklenmesi sonucu kubbe ve kaide
kemiklerinde ¢ok sayida kiriklar olusabilir. [83]

Bu tiir travmada kafaya yiiklenen enerjinin cogunlugu kraniyumla abzorbe olup
deprese fraktiirler ve yiizeyel beyin doku hasar1 ile smnirli kalir. Bu esnada biling genellikle
korunur. Beyin deformasyonuna yeterli olacak statik giic seviyesine ulasincaya kadar
norolojik defisit ortaya ¢ikmaz. Bu noktadan sonra 6liime kadar varabilen ciddi beyin hasarlar

olusur. [81]

B- Dinamik yiiklenme ;

Kafa travmasinda en sik rastlanilan mekanizma tipidir. Zedelenme 20m/sn den daha az
stire igerisinde olusur. Uygulanan giiciin belli miktarda amplitiid, hiz, siire ve ivmeye sahip
olmas1 gerekmektedir. Transfer edilen enerjinin gecis siiresi kafada ne c¢esit bir lezyon

olusacagini belirleyen kritik bir faktordiir.

Dinamik gii¢ aktarimi iki sekilde goriilebilir: [14]

a- Impact (Darbe)

b- impulsive (Dalga)

Darbe giicii cok daha sik rastlanan bir dinamik gii¢ seklidir.
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Dalga giicii hareket halindeki kafanin durmasi yada duran kafanin hareket etmesi ile
yiiklenen giic olup; Bu esnada kafanin herhangi bir yere vurmasi gerekmektedir.
Omuzlarindan tutulan bir ¢ocugun ileri, geri siddetli sekilde sarsilmasi Ornek olarak
verilebilir.Bu sekilde kafaya bir darbe olmamakla birlikte basin akselerasyon ve deselarasyonu

(ivmelenme) ile beyin hasar1 olusmaktadir.

Darbe ve dalga giicii arasindaki etiyolojik farkliliklara ragmen kafatasi ve beyin
hasar1 olusumunda esas mekanizma aynidir. Bu mekanizma kemik ve yumusak dokularin

fonksiyonel ve yapisal toleranslarinin asilmasidir.

Patlama nedeniyle olusan travmatik beyin yaralanmalari, giliniimiizde travma
biomekanigine yeni girilmis olan glindemdir. Beyin hasarin mekanizmasi1 tam olarak
tanimlanmamuistir ancak erken donemde siddetli beyin doku sismesi,subaraknoid kanama ve

belirgin vasospasm ile karakterizedir. [3,5,81]

Kontakt yaralanmalar ;

Bu tiir yaralanmalar, temas esnasinda ortaya ¢ikangii¢lerebagl olarak kontakt fenomen
sonucunda olusur. Darbelerin biiyiik bir kism1 kafada az ya da ¢ok bir hareket olusturmaktadir
ve cogunlukla temas etkisinin {izerine atelet yaralanmalar1 da eklenir. Sonug¢ olarak travma
nadiren tek bir mekanizma ile etkili olmaktadir. Kontakt giigler etkilerini darbenin oldugu yer
ve yakininda ya da uzaginda olmak {izere iki alanda gosterebilir. Her iki durumda da lokal

lezyonlar olusur, diffiiz beyin yaralanmasi yapmazlar.

Lokal Kafatas1 Yaralanmalan ;

Kontakt giiclerin lokal etkilerine, lineer (¢izgisel), deprese (¢okme) kafatas1 kiriklari,

bazi bazis krani fraktiirleri, epidural hematom ve kup kontiizyonlar 6rnek olarak verilebilir.
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Uzak Kafatas1 Yaralanmalari ;

Darbe alaninin uzaginda meydana gelen yaralanmalar iki mekanizma ile olusur:

a- Lokal ve global kafatas1 sekil degisikligi

b- Stres (sok) dalgalari

Her iki mekanizma darbe noktasinin uzagida kubbe ve kaide kiriklari ile kontur kup

ve orta (intermediate) kup kontiizyonlari olusturabilir.

Ivmelenme Yaralanmalari ; Darbe yada dalga giicii yiiklenmesinde ortaya
¢ikan,kafanin hizli hareketi sonucu olusan atelet yaralanmalar1 genellikle akselerasyon
deselerasyon yaralanmalari olarak adlandirilir. Mekanik olarak akselerasyon ve deselerasyon
ayni fiziksel fenomen olup sadece yon agisindan farkhidirlar. Kafanin sagittal planda arkadan
Oone (posteriordan anteriora) devinimi olan akselerasyon ile onden arkaya (anteriordan
posteriora) devinimi olan deselerasyon arasindaki etkiler aynidir. Kontakt yaralanmalara
benzer sekilde atelet yaralanmalari da beyin dokusunda fonksiyonel ve yapisal hasari iki
mekanizma ile olusturur.Temas ya da ivmelenme giicleri beyin dokularin yapisal toleransin

Otesinde gecerse Gerilme fenomenine yol agar.

Gerilme; mekanik giiglerin yliklenmesi sonucunda dokuda ortaya ¢ikan deformasyon

miktar1 olarak tanimlanabilir. Ug tip gerilim vardur:

a- Kompresyon

b- Kopma

c- Kesilme.
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Belirli bir gii¢ aktarimi sonucu olusan hasar, gerilimin tipi, lokalizasyonu, siiresi,onii
ve mevcut gerilime dokunun karst koyma giicii ile baglantiidir. Kafa travmalarinda,
kompresyon, kopma ve kasilmeye kars1 toleranslar1 farkli olan ii¢ dokunun hasara ugramasi
s0z konusu olup; Bunlar kemik, beyin ve vaskiiler dokular olarak ayrilmaktadir. Kemik, beyin
ve damar dokusuna oranla daha dayanikli olup; kopma olusturabilmek i¢in daha ¢ok giice

ihtiyag¢ vardir. Vaskiiler yapilar ise beyin dokusu gibi kompresyona karsi daha dayaniklidir.

Beynin sikistirilamaz olmasi, Kopma-kesilmeye karsi ¢ok az tolerans gostermesi,
bununla birlikte kompresyona karst dayanikli olmasimna bagli olarak beyin hasarlari
olusumunda temelde kopma ve kesilme mekanizmalart onemlidir. Ayn1 durum vaskiiler
yapilar icinde gecerlidir. Ayrica vaskiiler yapilar beyin dokusuna oranla enerji transferinden

daha fazla etkilenir. [82,92,93]

Atalet (akselerasyon-deselerasyon) ve darbe (kafatasi egilmesi-sok dalgalari) giiclerine

bagli olarak gelisen gerilim olay1, doku yaralanmasinin temel nedenidir. [82,93]

2.6. Travmatik Intrakranyal Lezyonlar

2.6.1. Birincil Travmatik Lezyonlar

1- Birincil Noronal Yaralanmalar

a- Kontiizyon

b- Diffuiz aksonal hasar

c- Birincil beyin sap1 yaralanmalari



2- Birincil Kanamalar

a- Epidural hematom

b- Subdural hematom

c- Intraserebral hematom

d- Diffiiz kanamalar

3- Travmatik Pia, Araknoid Yaralanmalanr
a- Subdural higroma

b- Posttravmatik araknoid kist

4- Birincil Vaskiiler Yaralanmalar
5- Kranyal Sinir Yaralanmalari
2.6.2. ikincil Travmatik Lezyonlar
1- Infarkt

2- Diffiiz hipoksik hasar

3- Diffiiz beyin sismesi, 6dem

4- Herniasyona bagli basing nekrozu

23
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5- Ikincil beyin sap1 yaralanmasi

6- Digerleri (pnomosefali, BOS fistiilli, ge¢ kanama)

Birincil beyin yaralanmalarin iki tipte olabusabilmektedir:

1.Fokal: Buna 0Ornek olarak kafatast kirigi, intrakranyal kanama, Laserasyon,

kontlizyon ve penetre verilebilir.

2.Diffiiz yaralanmalar da ise diffiiz aksonal yaralanmalara igaret edebiliriz.so

2.6.3. Diffiiz Beyin Sismesi, Odem

Kafa travmasmi takiben fokal veya diffiiz beyin sismesi meydana gelebilir. Kafa

travmasi gegiren hastalarda beyin sismesi bir ka¢ nedenden dolay1 gelismektedir: [92.99]

A. Kan-beyin bariyerin bozulmasi ve vazomotor otoregiilasyonda bozulmaya bagli

beyin dokusunun su igeriginin artmasi.

B. Norokimyasal ajanlarin salgilanma ve beyin dokusundaki etkileri

C. Kafa igi basing artisi

Tiim beynin diffiiz sismesine, c¢ocuk ve adelosanlarda, yetigkinlerden daha sik
rastlanir.o9 Patogenezi tartismalidir, vasomotor tonusun geg¢ici kaybi sonucu beyin kan
voliimiiniin artmastyla olustugu kabul edilmektedir. Diffliz beyin sismesi bazi yayinlarda
0demden ayr1 olarak tamimlanmaktadir. Bu yaymlarda posttravmatik donemde ilk basta
gelisen olayin vazodilatasyon ve artmig serebral kan akimi oldugu belirtilmekte ve bu diffiiz

beyin sismesi olarak kabul edilmektedir. Serebral kanakiminin artmaya devam etmesiyle
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stvinin ekstravaskiiler aralifa gecmesi sonucu gercek ddemin gelisebilecegi sdylenmektedir.

[98]

2.6.4. Odem Simiflamasi

Beyin 6demin siniflandirmasi ilk kez 1967°de yapilmistir. Buna gore vazojenik ve
sitotoksik olmak tizere iki tip 6dem mevcuttur. 1975’de bu siniflamaya hidrosefalik hastalarda
gbzlenen interstisyel 6dem ve osmotik dengenin bozulmasindan kaynaklanan ozmotik 6dem
de eklenmistir.i1010zmotik 6demde 6zellikle sodyum (Na+) gibi elektrolitlerin dengesindeki

bozulma ve hiicre igine su girigindeki artig s6z konusudur. [103]

Vazojenik ve sitotoksik 6dem olusumunda birgok faktoriin rolii oludugu belirtilmistir.
Bunlararasinda glutamat, NO, arasidonik asit ve metabolitleri, histamin, kininler,
interlokinler,vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), laktat, serbest oksijen radikalleri,

potasyum (K+), hidrojen (H+) ve kalsiyum (Ca2+) yeralmaktadir. [102] , (Tablo 3)



Tablo 3. Odem siniflandirmasi [101]

Vazojenik Sitotoksik Ozmotik Interstisyel
Neden KBB hasar. Iskemi, Anoksi, | Metabolik Obstriktif
Akut: travma, | Intoksikasyon | bozukluk: hidrosefali
inme, hemoraji, Diyaliz,
arteriyel Dehidratasyon.
hipertansiy Diyabetik koma
Kronik: Tiimér,
apse, ensefalit
Olusumu Doku hasan 1% Hiicre | Ozmotik Beyin-
sonucu kapiller | zarinda gradient omurilik
endotel Na/K (plazma—doku) | sivisimin geri
hiicrelerinin gegirgenliginde emilimi ya da
gecirgenlik artis efluksunun
artisi 2. Na/K-ATPaz bozulmasi
pompasinda
bozukluk
3. Osmotik
maddelerin
aliminda artma
Gegirgenlik Artar Degismez Degismez Degismez
dem Proteinden Protein yok Protein yok Normal beyin
sivisinin zengin Elektrolitten Elektrolit orami | omurilik
ozelligi zengin ¢ok S1VIS1
yiiksek veya ¢ok
disiik
Morfoloji Interstisyel Hiicreler siser: | Hiicreler siser; | Sivi hiicreler
boslukta interstisyel interstisyel arasidr;
genisleme, bosluk bosluk Interstisyel
hiicreler azalir azalir boslukta
sismez: genisleme
¢ogunlukla
beyaz madde
etkilenir,
sekonder
olarak
astrositlerde

sisme gozlenir.
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Son c¢aligmalarin sonucunda; bu yaralanmalarda hakim olan 6dem tipinin sitotoksik

O6dem oldugunu gostermistir. Bu sonuglari bagka arastirmalar dogrulamistir. [101]

Travmatik beyin yaralanmasinda iyonik disfonksiyon oldugu ve mekanik zarar ile es
zamanl olarak ortaya ¢ikan depolarizasyon sonucunda ekstraselliller K+’un gecici siire ile
arttig1 kanitlanmistir. Bu iyonik homeostaz kaybina, beraberinde sodium hareketi eslik

etmelidir . [101]

Travmatik beyin yaralanmasinin patofizyolojisinde; Norotransmitter —salinimi,
mitokondri disfonksiyonu ve membran depolarizasyonu, normal iyon gradiyentlerinde
degisiklige neden olabilecek, olaylar kaskadmi tetikledigi dusiiniilmektedir. Bu siirecte,
eksitatuvar amino asidler salinir ve membran depolarizasyonu, iyonlarin elektrokimyasal
gradiyentlerinden asagiya dogru hareketine izin veren ligand kapili iyon kanallarini aktive
edebilir. Iyon akimi ve travma sonucu membrane depolarizasyonu, voltaja duyarli iyon
kanallarini tetikleyebilir. Ardindan iyon hareketine baska yollar saglar. Bu iyonik bozukluklar,
ckstraselliiler K+’da artis, beraberinde ekstraselliler Na+, Cat2 ve Cl-‘da azalma ile
belirlenir. Iyonik homeostazinyeniden saglanmasi Na+-K+ adenozin trifosfataz, Na+/K+/2ClI-
cotransporter, Na+-H+ transporter Na+-Ca+2 degistiricisi gibi enerjiye bagl co- ve counter
(birlikte ve karsilikli) igslemler veya vaskiiler ya da BOS kompartmanina basit stiriiklenme yolu
ile olabilir. Beyin yaralanmasina eslik eden iyonik hareketteki net dengenin ekstraselliiler
bosluklardan hiicrelerin i¢ine katyon hareketine neden oldugundan kesin bir kanit mevcut
degildir. Na+ ve Ca+2 hareketini elektrondtraliteyi korumak igin, pasif olarak Cl- ve bunu da
izoozmotik olarak su takip eder. Devam ederse bu iyonik bozukluklar kafa i¢i basing artiginin

esas katilimcis1 oldugu gosterilen, hiicre sismesi ve sitoksik 6deme neden olabilir. [104]

2.7 Kafa Travmah Hastaya Yaklasim Ve Degerlendirilme

Travmatik beyin hasari; ¢evresel mekanik giiclerin beyin iizerine olusturdugu

etkilerden kaynaklanan bir kavramdir. Biling degisiklikleri ile eslik eder ve bu yaralanma
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sonucunda kalic1 veya gegici kognitif, fiziksel ve psikososyal fonksiyonlar olusabilmektedir.
Travmatik beyin hasari i¢in standard bir tarif mevcut degildir ve yazarlar arasinda cesitli
sekilde tariflenmistir. Noroldjik kayiplarla eslik etmeyen kafa travmasi kavraminin, norol6jik

defisitleri ile beraber seyir eden beyin yaralanmasindan farkli oldugunu unutmamaliyiz. [92]

Kafa travmali hastaya gerekli tedavinin acil olarak yapilabilmesi i¢in beyin hasarinin
cinsi, yayginligi bilinmelidir; hastalar belirli zaman dilimleri i¢inde patofizyolojik degismeler
icin siki takip edilmeliler. Noroldjik muayene, serebral hasarin siddetini, yayilimini
degerlendirmede ve zaman iginde norolojik durumlardaki degisiklikleri belirlemede ¢ok

Onemlidir.

Norolojik muayenede biling, motor fonksiyonlar,pupillalar, géz hareketleri incelenir.

Genel muayene ile travmanin yeri, sekli, potansiyel tehlikeleri ve vital fonksiyonlar belirlenir.

Serebral fonksiyonlarin degerlendirilmesinde en O©nemli kriter, basit emirleri
uygulayabilme yetenegidir. Beyin hasarinin anatomik, patolojik ve fizyolojik tipi ve siddetini

acil olarak belirtecek tani yontemi, bilgisayarli tomografidir. [100]

2.8 Kafa Travmali Hastalarda Radyolojik Tan1 Yontemleri

Bilgisayarli tomografi, kafatasi kiriklar1 ve intrakranial patolojileri goriintiilemede ilk
yontem olarak kullanilmaktadir. Yaygin bilateral serebral 6dem bilgisayarli tomografide tipik
olarak gri-beyaz cevher arayliziiniin kaybi1 ve parankimde dansite azalmasi seklinde goriiliir.
Diffiiz serebral 6demdeki en giivenilir bulgu; yiizeyel sulkuslarin ve baziler subaraknoid
alanlarin Ozellikle suprasellar ve perimezensefalik sisternlerin silinmesidir.. Serebellum,
nisbeten korunmasi nedeni ile hiperdens goriinlimdedir. Kontrasthi bilgisayarli tomografide
diffiiz kontrastlanma goriiliir. Kontrastlanmanin nedeni genislemis vaskiiler yapilardaki kandir

[100].
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MR goriintiilemeler travmatik beyin hasar1 sonrasi beyin dokusunun detayli
incelenmesini saglamaktadir. Travma sonrasi ge¢ donem akson yaralanmasi konusunda degerli
bilgiler vermektedir. Bunlara ragmen wuzun siirmesi nedeniyle erken donemde
kullanilmamaktadir. Diffiiz aksonal yaralanma sonrast MR goriintiilemeleri ile hastaligin

prognozu hakkinda 6nemli veriler elde edilebilmektedir. [100,113]

2.9 Kafa Travmal Hastalarin Tedavi Yontemleri

Travmatik beyin hasarinda genel yaklasim; birincil hasarin tanimlanmasi ve tedavi
edilmesi; ayrica ikincil hasarin olusumunun 6nlenmesi ve olustugu takdirde tedavi edilmesine

yoneliktir.

2.9.1. Genel Miidahaleler

Bu hastalarin tedavisinde; yasam destegin verilmesi,en onemli tedavidir. Hava yolun
acik tutulmasi, oksijenasiyon, ventilasyon ve hipotansyonun hizli sekilde tedavi edilmesi,ilk

yapilmas1 gereken tedavilerdir. [1,5,6,7]

Hiperkarbi ve hipoksiden kesinlikle kaginilmalidir. Hiperkarbi ve hipoksik durumlarda
intrakranial damarlarin vazodilatasyonuna ve ardina beyin kan hacim ve akimin artisina yol
acabilir ve bu da kafa i¢i basing artisina yol agmabilmektedir. PCO, degerinin normalin en
diisik seviyesinde tutunulmasi ve PO, degerin 60mm Hg nin altina diismemesine dikkat
edinilmelidir.[8,9] Endotrakeal entiibasyonda kullanilan ilaclarin asadaki nedenlerden dolay1

dikkatla se¢ilmesi onerilmektedir:

e Kafa i¢i basinci arttirmayan
¢ Beyin oksijen metabolizma ve tiiketimini iizerinde arttici etkisi olmayan

¢ Hipotansyona yol agmayan ilaclarin segilmesi
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2012 yilinda yaymlanan “Acute management of severe traumatic brain injury’’
kilavuzu Diinya Pediatrik Yogun Bakim ve Erigskin Yogun Bakim Fedarasyonu tarafindan

ikinci baskis1 yayinlanmistir. [15]

Travmatik beyin hasarindaki en 6neml ilke beyin hasarinin saptanmasi ve ikincil beyin
hasarmin onelenmes: ve tedavisidir.Bu sekdnder beyin hasarina sebep olabilen ve tedavi

edilebilen nedenler asagidaki sekildedir

e Hipoksemi

¢ Hipotansiyon

e Artmis kafaici basinca bagli olarak ortaya ¢ikan intrakranial hipertansiyon
e Hiperkarbi ve ya hipokarbi

e Hiperglisemi ve ya hipoglisemi

e Elektrolit bozukluklari

e Hematom biiylimesi

o Koagiilopatiler

e Nobet

e Hipertermi
iIk miidahaleler

Agir travmatik beyin hasar1 (GKS:3-8) giincel temel yasam destegi klavuzlarini

izlemektedir. 1lk olarak resiitasyonun temel elementleri olan havayolunu agmak,
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oksijenizasyonu ve ventilasyonu saglamak ve dolasimi saglamak seklindedir. Havayolu
saglanirken ilk basamak olarak uygun airway yerlestirilmesi, agiz iginin aspirasyonu ve
orotrakeal entubasyondur. Tiim bunlar yapilirkende servikal omurgalara ikinci zararin
olusmamasini saglamaktadir. Hiperkarbi ve hipoksiden kaginilmalidir ¢iinkii bunlar serebral
vasodilatasyona sebep olarak beyine giden kani arttirarak kafa i¢i basincin artmasina sebep
olmaktadir.orotrakeal entiibasyon biling kaybi olan hastalarda havayolu acikliginin

saglanamsinda daha iyi oksijenasyon veventilasyon saglamaktadir.

Mevcut resusitasyon sirasinda amag¢ normal sinirlarda CO, (pCO;, 35-39 mmHg) ve
hipoksinin engellemes: olarak soOylenebilir. Bdylece travmaya bagli ikinci beyin hasari
engellenebilir veya tedavi edilebilir. Servikal omurga hasarina bagli olarak nazotrakeal
entubasyondan kaginilmalidir. Ayrica kafa tabani kirigi olan hastalarda da nasotrackeal

entiibasyon direk beyin hasar1 olusturabileceginden dolay1 kaginilmalidir.

Ozel sinir sistemini koruyucu onlemlerin de almmasi resiitasiyon sirasinda

saglanmalidir. Bunlardan bazilart :

e Intrakranial basing artisinin engellenmesi
e Serebral oksijen kullaniminin en aza indirilmesi

¢ Hipotansiyondan kag¢inilmasi

Kullanilan Ilaclar

Travmatik beyin hasari olan hastalar entiibe edilirken yaygin olarak gilinlimiizde
midazolam , fentanil, etomidate ya da licokaine ile birlikte noromiiskiilar blokerler
kullanilmaktadir. Bu tedavilerin olas1 yan etkileri ise hipotansiyon, gogiis kafesinin rigidites,

adrenal supresiyon ve miyokloniistiir.[113]
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Tiopental eskiden entubasyonda kullanilirken artik amerikada entubasyon amaci ile

kullanilmaktadir. [155]

Propofol entiibasiyon igin genel olarak oOnerilmemektedir nedeni de propofol
inflizyonuna bagli olusabilecek rhabdomiyoliz, kalp yetmezligi , agir metabolik asidoz, ve
bobrek yetmezligidir.Bu yan etkiler nadir olmasina ragmen genellikle uzun sureli infuzyonlara

bagli olarak goriilmektedir hatta bazen oliimciil olabilmektedir. [155]

Ketaminden genel olarak kaginilmaktadir ¢iinkii ketaminin kafa i¢i basinci arttirdigi
diisiiniilmektedir. Ancak yakin zamanda yapilan prospektif kontrollii bir klinik ¢alismada 82
ketamin inflizyonu olan, 30 ventilatdre bagli entlibe cocuk hastada intrakranial basinci
diisiirdiiglinii géstermis ayn1 zamanda da intrakranial basinci diistiriirken kan basinci diisiisiine
ve serebral perfliziyon basincini diisiirmemistir. Ancak bu hastalar, ketamin inflizyonundan
once diger sedatifler almis olup, bazilari hiperosmolar tedavi almig, bazilarma ise

dekompresif kraniektomi yapilmistir. [156]

Bu hastalarda her ¢aba sirasinda hipotansiyondan ka¢iilmalidir.¢linkii hipotansiyonun
morbidite ve mortaliteyi arttirdig1 gosterilmistir.6volem saglanmalidir. Travmatik beyin hasari
nadiren hipotansiyona sebep olmaktadir. Travma kaynakli diger hipotansiyon sebeplerinden

bazilari :

e Intraabdominal yaralanmalar
e Perikardial tamponad

e Hemotoraks

¢ Pnomotoraks

e Spinal soka sebep olan spinal travmalar
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Vendz obstriiksiyonu azaltmak amaci ile yapilan yatak i¢inden kafanin yiikseltilmesi
intrakranial basinci azaltilmasina yardimci olmaktadir. Basin 30 derece yiikseltilmesi genel
olarak Onerilmektedir. Ancak intrakranial basinca goére bas derecesinin ayarlanmasi daha
uygun goriilmektedir. Travmatik beyin hasari olan hastalara tasinirken olasi bir servikal

yaralanmaya kars1 dikkatli olunmalidir.

Post travmatik hipertermi ( >38-38,5) travmatik beyin hasarli hastalarda goriilebilen bir
durumdur. Viicut sicakligimin artmasi, serebral metabolizmay1 ve oksijen tiiketimini arttirarak
intrakranial basinci arttirmaktadir. Ayrica viicut sicakligiin artmasi ndbet esigini diisiirerek
ndbet olugsmasina zemin saglamaktadir. Buna bagli olarak biitiin c¢abalar viicut sicakliginin
diisiirtilmesi tlizerine yogunlagmalidir. Viicut sicakliginin arttigi durumlarda diger nedenlerde

arastiritlmali ve bunlardan baslicalar1 enfeksiyonlar ve atelektezidir. [157]

Sedasyon ve analjezikler intrakranial basincin azaltilmasinda dnemli rol oynamaktadir.
Agrili uyaran ve stres, metabolik ihtiyaci arttirmakta; boylece kan basincini ve intrakranial
basinct arttirmaktadir. Ancak sedatifler ve analjezikler hipotansiyon gibi yan etkilerinin
olmasindan dolay:1 dikkatli se¢ilmelidir. Kisa etkili ve geri dondiiriilebilir analjezik olan
fentaniller ise yaygin olarak kullanilmaktadir. Kisa etkili bezodiazepin olan midazolam
sedasiyon amaci ile yaygin olarak kullanilirken ayn1 zamanda da nébet esigini ylikselterek

nobet olugsmasini engellemektedir. [73]

Intrakranial monitorleme

Travmatik beyin hasart olan ya da GKS:8 veya daha az olan ve intrakranial
hipertansiyondan siiphenelinen hastalarda intraprankimal ya da intraventrikiiler ~monitor

yerlestirilmelidir.
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Intrakranial hipertansiyon diisiik nérolojik sonugla iligkilidir.Yogun bakim sartlarinda
intrakranial basincin monitorize edilmesi, serebral perfiizyon basincini diizenlemede yardime1
olmaktadir. Serebral perfiizyon basing , ortalama arteriyal basingtan intrakranial basincin

arasindaki fark olarak tanimlanmaktadir.

Intrakranial basincin monitdrizasyonu ile kontrollii bir ¢alisma olmamasma ragmen
pediatrik kafa travma merkezlerinde gerekli bir tedavi yontemi olarak kabul edilmistir. Yas
gruplarina gore intrakranial basing belirlenmemekle birlikte genel kani ve tedavi amaglari,

intrakranial basinc1 20 mmHg nin altinda tutulmasi yoniindedir.
Intrakranial basing 3 yolla &lgiilebilmektedir:

e Eksternal drenaj sistemi
¢ Kateter uclu basing sistemi

e Kateter uclu fiberoptik sistemi

Eksternal drenaj sistemi, intrakranial basinci borularin i¢indeki sivilar arasi iletim ile
Olclim yapar. Kateter uclu sistemler; ayarlanmis sistemler olup, parankime ya da ventrikiiler
kateter ucuna baglanabilmektedir. Uzun kullanimlarinda 6l¢iimlerinde hatali olabilirler. Bu
sisteminde en bliyiik komplikasiyonu diger sistemlerde oldugu gibi enfeksiyon ve kanamadir.
Intrakranial ~ basincin degeri, serebral perfiiziyon basincinin 40-50 mmHg araliginda
tutulmalidir. Yenidoganlarda bu deger 40’a yakin istenirken erigkinde ise iist sinir olan 50’ye

yakin olarak tutulmasi 6nerilmektedir. [113]
BOS Drenaji:

Ventrikiiler drenajin uzun siireli hidrosefalisi olan hastalarda uygun drenaj sagladigi

gosterilmistir. Intrakranial basing monitdrizasiyonunun ortaya ¢ikmasindan sonra da yaygin
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olarak kullamlmaya devam edimistir.BOS drenaji, intrakranial hacmi azaltarak intrakranial

basinci azaltir ve serebral perflizyon basincini arttirmaktadir.

Noromiiskiiler blokaj

Eger ki mevcut tedaviler intrakranial hipertansiyonu kontrol etmede basarisiz olursa
norOmiiskiiler blokaj bir tedavi segenegi olarak diisliniilebilir. Noromiiskiilar blokajin faydalar
ise titremenin engellenmesi; bu da metabolik ihtiyacit ve oksijen tiikketimini azaltmaktadir.
Hastanin solunumun ventilatorle c¢akigmasin1 engelleyerek daha iyi ventilasiyon ve

oksijenizasiyonun saglanmasina neden olur.

Noromiiskiiler blokla ilgili siipheler ve ¢ekinceler ise :

e Yetersiz pulmoner drenaja bagl olarak artmis nozokomial enfeksiyon riski
e Yetersiz sedasiyon ve analgeziye bagli olarak intrakranial basing artisi

e Hastanin norolojik takibini zorlastirmasidir. [113]

Hiperosmolar tedavi

Hipertonik salin ¢ozeltisi travmatik beyin hasar1 olan ve intrakranial basinci artmis

cocuklarda etkili bir tedavi yontemi olarak bilinlmektedir.

Hipertonik salin, seriim osmoloritesini arttirarak suyun intraselluler alandan
intravaskiiler alana gegmesine ve boylece beyin ddeminde azalmaya neden olur. Teorik olarak
hipertonik salin infliziyonu vasoregiilasyonu, kardiak output, immiin modiilasyonu ve plasma

hascmini arttirdig bilinmektedir. [158]
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Hipertonik salin kullaniminin riskleri:

e Kesildikten sonra rebound intrakranial hipertansiyon

e Artmis sodyum seviyelerine bagli olarak serebral pontin miyelinozis

¢ Beyin biiziismesine bagli olarak koprii venlerinin yirtilmasi ve subaraknoid kanama
e Bobrek yetmezligi

e Metabolik asidoz

¢ Hipervolemi

Mannitol; 6zellikle eriskin travmatik beyin hasari olan hastalarda uzun stiredir

Intrakranial hipertansiyon tedavisinde yer almaktadir.

Mannitol kullaniminda dikkat edilecek husus ise travmatik beyin hasari olan hastalarda
kan beyin bariyerinin bozulmasina bagli olarak hasarli bolgelerde birikmesi ve tersine osmotik
sift olusturmas1 ve intrakranial basinci arttirmasidir. Bu nedenle siirekli mannitol infiizyonu
onerilmemekte ve bolus sekilde verilmesi Onerilmektedir ayrica mannitol erigskinlerde ve
serum osmolaritesinin 320 mosm/] iistiinde oldugu hastalarda bobrek yetmezligi ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Ancak bu veri literatiirce tam olarak desteklenmemektedir. Bu hastalrda
6volemik hiperosmolar durum hedeflenmektedir. Mannitolun bir diiiretik olmasina bagl
olarak mannitol alan hastalarda hipovolemi goriilebiimekte buda hipotansiyon ve serebral

perfiiziyon basincinin diismesine neden olmaktadir. [159]

Hiperventilasiyon

Hiperventilasiyon hipokapniye sebep olarak refleks vasokonstriksiyona bdylece kafa

ici basincin azaltilmasinda fayda saglamaktadir.vasokontriksiyon serebral kan akiminin
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azalmasina, serebral kan hacminin azalmasina; tiim bunlarin sonucu olarak kafa i¢i basincin

azalmasini saglamaktadir.

Herniyasiyon varliginda intrakranial basinci g¢ocuklarda en hizli azaltan ydntem
hiperventilasyondur. Refrakter intrakranial hipertansiyon varliginda tiim tedavilere ragmen bir
sonucun alinamadigi durumda hafif hiperventilasyon (pCO2 30-35 mm Hg) fayda
saglayabilmektedir.

Hiperventilasiyon ile olusabilecek potansiyel sorun; vazokontriksiyona bagli olarak
serebral iskemi olusmasidir. Asir1 hipokapni vasokonstriksiyona bagli iskemiye sebep
olabilmektedir. Ayrica hipokapniye bagli olarak olusan alkaloz hemoglobin oksijen egrisini
sola kaydirarak oksijenin hemoglobinden ayrilarak dokulara dagilmasini daha da
zorlastirmaktadir. Sonu¢ olarak travmanin ilk 48 saatinde asir1 hiperventilasiyondan

(pc02<30mm hg) den kaginilmalidir.

Asirt hiperventilasiyon (pCO2<30mm Hg) ¢ok acil durumlarda 6rnegin herniasiyon
varliginda ve ya Cushing triadinin oldugu durumlarda kullanilabilir. Ancak refrakter
intrakranial  hipertansiyonun  olmadigi  durumlarda  genel olarak uzun siireli
kullanilmamaktadir. Uzun siireli asir1 hiperventilasyon kullanilacaksa, iskemi kontrolii ve
beyin dokusunun oksijenizasyonunu gosterme amacli, juguler oksijen satiirasyonunu gosteren

monitdrleme, transkranial doppler 6nerilmektedir.[113]

Barbitiiratlar

Yiiksek doz barbiturat tedavisi refrakter intrakranial hipertansiyon varliginda
kullanilmaktadir. Barbituratlar beyin metabolizmasini azaltir, metabolik ihtiyacin yiiksek

oldugu bolgelerde kan akimini arttirir, serebral kan akimini ve ndbet esigini arttirmaktadir.
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Barbituratlar; en diisiik dozda kullanilmalidir.Barbituratlarin yan etkileri arasinda
miyokard depresiyonu, sistemik vaskiiler rezistansin azalmasina ve hipotansyon yer

almaktadir. Ayrica bu ilaclar nérolojik durumun degerlendirilmesini engellemektedir. [113]

Viicut 1s1s1 kontrolii

Hiperterminin (>38-38,5) sinir hasarma katki sagladigi gosterilmistir, buna karsilik
olarak hipotermi (<35) ikincil beyin hasarina sebep olan nedenleri 6rnek olarak inflamasyonu,
serebral uyarilabilirligi, serebral metabolizmay1 azalttig1 gosterilmistir. Yakin zamanda ¢ikan

caligmalarda hipoterminin travmatik beyin hasarindaki etkileri incelenmistir.

2005 yilinda yayinlanan bir Faz 2 ¢alismasinda travmanin ilk 6-24 saatinde baslanmis
ve 48 saat siliren hafif hipoterminin (32-34 C) agir travmatik beyin hasar1 olan pediatrik grubu
hastalarda kafa i¢i basinci diisiirdiigii gézlenmistir. Calismadaki arastirmacilar hipoterminin
aritmilere ve viicut sicakliginin normale dondiiriildiikten sonra rebound intrakranial
hipertansiyonun olusmasina ragmen giivenli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica rebound
intrakranial hipertansiyon, hastalarin viicut sicakligimin arttirilmasindan sonra ortaya ciktigi

baska bir ¢alismada da bildirilmistir.[155,160,161]

2008 yilind1 ¢ok merkezli uluslararasi bir ¢alismada ilk 8 saatte baslanan ve 24 saat
devam eden hipotermi (32,5 C) ile 37 C normotermi olan grubu karsilagtirmis ve hipotermi
olan grupta mortalite ve morbiditenin arttigin1 bildirmislerdir. Eger ki hipotermi kullanilacak

ise saate 0,5C/h ten fazla viicut 1s1s1 diistirilmemelidir. [162]

Hipotermiye bagli potansiyel komplikasyonlardan: aritmiler, elektrolit bozukluklari,

kanama riski, ve enfeksiyon ve sepsis sOylenebilir. [162]
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Nobet profilaksisi

Travma sonrasi nobetin engellenmesi ¢ok dnemlidir. Ciinku nobet hipertermiye ve kafa
i¢i basing artisina neden olmaktadir. Fenitoin; travma sonrasi erken donemde olusabilecek

nobetleri engellemek amagli kullanilabilir. [155]

Dekompresif kraniektomi

Refrakter kafa i¢i hipertansiyon varliginda veya herniasyon bulgularinin goriilmesi

sebebiyle tedavi segenegi olarak diisiiniilebilir.

2.9.2 Travmatik Beyin Hasarinda Yeni Tedaviler

Bu giine kadar, travmatik beyin édeminin tedavisi, biiylik bir 6l¢iide semptomatiktir.
Giliniimiizde kullanilan tedavi yaklasimlarin ¢ogunlugu, kafa ici basing artisinin azaltilmasina
yoneliktir. Buna yonelik, en etkin tedavi stratejisi osmodiyuretikler; 6zellikle de mannitoliin
uygulanmasidir. Ancak halen travmatik beyin 6deminin olusumu ve ilerlemesini azaltmak i¢in

giiclii bir ila¢ giindeme ¢ikmamustir. [74]

Eskiden; steroidlerin vazojenik beyin 6demin tedavisinde etkili oldugu disiiniiliirken,
travmatik beyin 6demin patofizyolojisinde sitotoksik ddemin rolu 6ne ¢ikinca, bu ilaglarin
sinirlt derecede etkinligi one silirdiiriilmiistiir.[74] Bahsi gecen tedavilere ragmen, bu hasta
gurubun klinigi ve prognozunda belirgin ve optimum yanitlar goézlenmeyince[153],

arastirmalar devam etmektedir.

Glinlimiizde pe¢ ¢ok deneysel ilacin kullanimi ile; Orne§in nitrik oksit sentetaz
inhibitorii [132], COX inhibitorleri [118], serbest radikal blokerleri [134], kalsiyiim kanal
blokerleri [135], Glutamat inhibitorleri [128], sodium-potasyum-klor kotransporter
antagonistler [152], AVP V1 ve V2 reseptor blokerleri [129.130], Tromethamin [133],
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Eritropoytin [128] , antiepileptikler [150] ve asetozolamid [151] , yeni tedavi metotlarin

gelistirilmesine ¢alisilmistir. Ancak hig¢ birinden optimum sonuglar alinamamustir.

Son yillarda iizerinde bir ¢ok calisma yapilan AQP’ler, yeni arayislar igerisinde dnemli
yer almakta olup; travmatik beyin yaralanmasi tedavi ve prognozuna iimit verici ufuklar

gostermektedir.

2.10 Aquaporinler

Aquaporinler (AQP) hiicrelerin su igeriginin kontrolunda kritik rol oynayan, membran
su-kanal proteinlerdiras. ilk AQP,kirmiz1 kan hiicreleri {izerinde1991 yilinda tanimlanmstir.13s
En az 13 tiir su-kanal proteinleri memelilerin renal tiibiil ve toplamaya kanalleri, salgilayici
bezleri, iskelet kasi, kornea epiteli ve retinada, testis ,bagirsakta, pankreas, mide ve sindirim
sistemininde, havayolu ve alveoler epitelinde, hiicre go¢iinde (angiojenez, tiimor metastazi vb)

ve beyin dokusunda tespit edilmistir. [25,26,139,140], (Sekil 4)

AQP-1, 2,4, 5 ve 8 sadece suya gegirgen oldugu; oysa, AQP-6’nin, kloriir iyonlarinin
gecisine izin verdigi gorilmistiir. [140,141]

AQP-3, 7, 9 ve 10, aquaglyceroporin olarak tanimlanmakta olup; gliserol ve su ile
birlikte diger kii¢iik molekiillerin gegisine izin verirler. AQP-0, 11, ve 12 gegirgenligine kesin

kanitlar mevcut degildir. [140]

Beyin dokusunda ii¢ farklt AQP (1, 4, ve 9) tespit edilmistir. AQP-1 ventrikiiler sistemi
ddseyen koroid hiicrelerinin iginde bulunur ve beyin omurilik sivisi liretiminde énemli bir rol

oynadig1 diigiiniiliir. [142]
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AQP-9 beyindeki enerji metabolizmasina dahil oldugu inaniliyor. Ozellikle ventrikiil
duvarmi diiseyen hiicrelerde ve astrositlerde eksprese olmaktadir. Hidrosefalide rolu oldugu

diisiiniilmektedir. [131]
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Sekil 4. AQP’lerin yogunlukla bulundugu yerler. a:Nefron, b:Salgi bezleri, c:Beyin
dokusu, d:Hiicre gociinde (angiojenez, tiimor metastazi vb.), e:Noronlarla etkilesim,
Konviilsiyon aktivitesi. [Verkman AS, Aquaporins in clinical medicine, Annual Review of
Medicine (2012) de yayinlanan makaleden alinmistir.77]

Bugiline kadar, AQP-4, beyinde en bol bulunan AQP tiirii olarak tanimlanmis olup;
ozellikle astrositlerin hiicre zarinda, ependim hiicreleri ve hipotalamus'un osmosensory

bolgelerinde tespit edilmistir. [143,144]
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Beyin AQP-4’lin su dengesi diizenlenmesinin yan1 sira, astrositler tarafindan potasyum
alimin ve salimi 142, glial hiicrelerin gogii ve astrositler arasinda hiicresel iletisiminde dnemli

bir rol oynar. [145] ,sekil 5
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Sekil 5. AQP-4 ve astrositlerle etkilesimi. [The role of aquaporin 4 in the brain.
Vet Clin Pathol. 2012 Mar. de yayimlanan makaleden alinmistir.128]

Beyindeki AQP-4 molekiillerin konumu ve sayisi, siki bir sekilde diizenlenir.
Proteinler, hipoksi, ozmolarite degisiklikleri, amonyak iiretiminde artis, beyin AQP-4’lerin

uzun vadede regiilasyonunu saglar. [131]

Bununla birlikle; AQP-4 iin kisa stireli regiilasyonunda rol oynayan miilekiillerinde
tanimlanmas1 séz konusudur. Kisa vadeli diizenlenme, c¢ogunlukla reseptorler araciligiyla
miimkiin olmakta ve bunlarin ¢ogu, plazma membraninda yerlestirilmis olan G-protein
reseptorleri olarak tanimlanmistir. Bu reseptorlerin aktiflestiricilerinden, peptid hormonlari,
prostanoidler, katekolaminler ve amino asitlere vurgulanabilir. Reseptor-ligand etkilesimi
sonucunda, fosforilasyon ve defosforilasyon meydana gelip; bu da AQP-4’lerin iizerinde
degisikliklere sebep olmaktadir.[131] Bahsi gegen bilgilere ragmen, AQP-4 regiilasyonununda

bagslatici ve tetikleyici mekanizmalar, tam olarak tanimlanmamustir.
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AQP-4"1in beyin 6demi [139.141], konviilsiyon [146], karaciger ensefalopatisi [147] ve
beyin tiimorleri [148] patofizyolojisinde rolii oldugu tespit edilmistir. AQP-4"lin sitotoksik
O0dem sirasinda hiicre i¢i su birikimini artirici, vazojenik ve interstisiyel 6édemde ise beyin
dokusundaki asir1  suyun uzaklastirlmasimi  kolaylastirict  bir  islevi  oldugunu
gostermektedir.[77], (sekil 6) Bununla birlikte travma sirasinda hasarin oldugu bélgede AQP-4
ekspresyonunda artis izlenirken, hasar etrafindaki dokuda ise azalma dikkati cekmektedir. Bu
bulgular AQP-4'iin travma sonrast beyin édeminde roliine iliskin karmasik dengelerin s6z

konusu olduguna isaret etmektedir. [76]
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Sekil 6. AQP-4’iin sitotoksik ve vajojenik 6deminde rolu.[ Aquaporin water channels in
the nervous system. April 2013.Nature Reviews Neuroscience de yaymlanan makaleden

alinmustir.149]
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Yeni arastirmalarda,travmatik beyin yaralanmasinda, sitotoksik 6demin vazojenik
O0deme gore daha iistiin rola sahip oldugu; AQP-4 ekspresyonun sitotoksik 6dem, beyin

sismesi ve kafa i¢i basing artis1 ile iliskili oldugu gosterilmistir. [127], (sekil 7)
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Sekil 7. Beyin AQP-4 ve kafa i¢i basing artis1 ve beyin su iceriginin artisi ile iligkisi

Astrositler lizerinde AQP-4’{in baskin oldugundan ,astrositlerin bu hastaliklara yonelik
yeni tedavi seceneklerin belirlenmesinde bir hedef hiicre olmasina neden olmustur. Buna ek
olarak, AQP-4 iizerinde yapilan ila¢ arastirmalar, AQP-4 ile ilgili bilgimizin genisletilmesini,

dolayisiyla daha da etkin tedavilerin iiretilmesini saglamaktadir.

2.11. Antisens

Antisens; Oligoniikleotidlerden olusan bir yapiya sahiptir. Bu oligoniikleotidler; Hiicre

sitoplazmasinda,mRNA transkripsiyonu sirasinda, Aquaporin-4 transkripsiyonunu
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engelleyerek hiicre zarma yerlesilecek olan fonksyonel Aquaporin-4iin olusumunu

engelleyebilir. [61] (sekil 8)

Antisensler; hedef molekiile gore siniflanmaktadir. DNA bazlimRNA bazli,
Ribozomlara yonelik, cesitli Antisens ilclar mevcuttur. Teorik olarak bunlarin cesitli
hastaliklarin Tedavisinde Ornegin kanser, kalp, diyabet ve Alzheimer; uygulanabilecegi
diisiinmektedir. Ancak piyasaya ¢ikip onaylanmis tedaviler igerisinde yer almasi i¢in, invitro
ve in vivo asamalarindan sorunsuz gegmeleri gerekmektedir. Insan hiicreleri iizerinde ne tiir
biomiilekiiler degisikliklere yola acabieceklegi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Hali
hazirde FDA tarafindan onaylanmis olan tek Antisens ila¢ mevcuttur. Bu da HIV pozitif
hastalarin sitomegaloviriis goz enfeksyonlarinda kullanilan; Vitravene isimli DNA bazl

antisensdir.[61]

Antisense DMNA
oligonucleotide

miENA

DNA

Ribosome Amina acids Protein

Sekil 8. Antisens; hiicre sitoplazmasinda protein sentezi icin 6zel kodlar: tasiyan
mRNA’ya baglanarak,mRNA’nin terciime edilmesini engelliyor. [RNAi therapeutics: how
likely, how soon?, 2004 Jan. PLoS Biol. de yayinlanan makaleden alinmistir. 61]

Antisens mRNA pargaciklarin her tiirlii hastaligin gen tedavisinde uygulanabilecegi

diisiincesiyla, Antisens tedavileri {izerinde arastirmalar devam etmektedir. [61]
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari ve Anestezi

Bu ¢aligmanin yiiriitiilebilinmesi igin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik

Kuruluna bagvurulmus ve gerekli izinler alinmistir.

Calisma; Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii
Laboratuvarinda gergeklestirildi.Caligmada agirliklart 20-25 gram arasinda degisen toplam 23
adet Swiss albino disi fare kullanildi. Fareler 18-22°C oda sicakliginda 12 saat karanlik, 12
saat aydinlik ortamda, yiyecek ve suya serbest ulasimi saglanacak sekilde kafeslerde tutuldular
ve deney Oncesi bir gece ag¢ birakildilar. Farelere agirlik diisiiriilmesi protokolii uygulanmadan
once gergeklestirilen tiim cerrahi islemler sirasinda inhalasyon yoluyla baslangic dozu Sml/dk,
anestezi devamlilig1 ise 2-3 mL/dk olacak sekilde izofloran anestezi ile uyutuldular. Deney
siiresince fareler 2 It/dk oksijen desteginde kendi solunumlarina birakilarak izlendi. Rektal
prob ile hayvanlarin sicaklifi monitorize edilerek homeotermik battaniye kontrol {initesi
(Harvard Apparatus) ile viicut sicakligi 37.0£1°C’de sabit tutuldu ayrica alt ekstremiteden
nabiz ve oksijen saturasyonu (V3304 Digital Table-Top Pulse Oksimeter, SurgiVet) takipleri
yapildu.

Calismamizda; tiim fareler, islem Oncesinde hassas teraziyle tartildi. Her hayvanin

agirligi kaydedilerek deney gruplarimizin ortalama agirliklar1 hesaplandi. (sekil9)
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Sekil 9. Travma oncesi deneklerin tartilmasi

Daha sonra hayvanlar %2’lik izofloran iceren kovaya konulup; izofloran inhalasyon
anestezisi ile uyutuldu. Anestezi devamlilifini saglamak amaciyla, kovaya giren gazin
baslangi¢ dozu Sml/dk indiiksyon dozundan verildi. Idame dozu 2ml/dk’dan devam edildi.

Hayvanlar tam uyuyana kadar kovada bekletildi. sekit1o
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Sekil 10. izofloran inhalasyonu

Hayvanlar uyutulduktan sonra; fareler kovadan ¢ikartildi ve hemen stereotaksik cihaza
yerlestirildi. Stereotaksik cihazin sabitleyici aparatlar1 hayvanin eksternal meatusuna
yerlestirildi ve hayvanin nazal bdlgesi ise bir delikli borunun iizerinde izofloran gazi
inhalasyonu alacak sekilde sabitlendi. Anestezinin devamligini saglamak i¢in bir tiip yolu ile

izofloran inhalasyonuna 2ml/dk’dan devam edildi.

Hipotermik olaylarin yan etkilerinden kaginilmasi icin, hayvanin altina homeotermik

battaniye konuldu. sekili1
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Sekil 11. Deneklerin Stereotaksik cihaza yerlestirilmesi

Vital bulgularin optimum diizeylerde tutulmasi, hipoksi ve bradikardi ataklarinin
olusumunu tespit etmek amaciyla, farenin bacagindan pulse oksimetre cihazi ile vital bulgulari
takip edildi. Kalp atig hizi, parsiyel oksijen basinci optimum degerler araliginda tutuldu. Vital
bulgular1 stabil olmayan farelerde, izofloran dozu azaltilip, fare uyanmayacak sekilde
oksijenizasyonu saglandi. Vital degerlerin normal diizeylere gelmesine kadar islem
durduruldu. Vital bulgulari normal olunca izofloran idame dozuyla isleme devam edildi. Vital

degerleri stabillesmeyen hayvanlar deneyden ¢ikarildi. sekil 12
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Sekil 12. Deneklerin vital bulgularinin monitorizasyonu

Makas ile hayvanlarin kafasinda bir cilt flebi agildi ve oksipital bolgeye dogru devrildi.
Devrilen fleb, kiiclik bir Mosqito klempi ile tutuldu. Bu asamanin ardindan mikroskopla sag
parietal kemigin siirlar1 bulundu ve kraniektomi yapilacak parietal kemigin iizerinde bregma
ve lamba arasindaki anterio-posterior diizlemde Smm’lik, lateralde ise orta hattan 1mm
lateralden baslayarak 2mm’lik bir dikdortgen alan, kalem ile ¢izildi. Bregmanin {izerine de,

lateral ventrikiil igine antisens injeksiyonu yapilmasi i¢in burr hole yapilacak nokta isaretlendi.

sekil13
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Sekil 13. Kraniektomi simirlarin belirlenmesi

Mikroskop altinda ve Mikrodrill vasitasi ile kraniektomi yapilacak yerler turlandi.
Turlanma asamasinda dril ucunun beyin dokusuna batmamasina, iyatrojenik Odemin

olusmamasina dikkat edildi. Drilin olusturdugu termal etkiyi ortadan kaldirmak icin belli
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araliklarila kemik tizerine normal salin sikild1 ve sogutuldu. Kemik biitiin bir sekilde kaldirildi.

Travmatize olan hayvanlar deneyden ¢ikarildi. (sekil 14)

Sekil 14. Mikroskop altinda yiiksek hizli drille kraniektomi

Sham grubunda, sadece kraniektomi yapild1 ve cilt flebi ile tekrar kapatildi. Hayvanlar
hemen streotaksik cihazdan ayrildi, izofloran kesildi ve hayvanin uyanmasi beklendi. Hipoksi
gelismemesi icin 2ml/dk’dan oksijen verildi. Dilin orofarenkse diisip solunum yolu
kapatmamas1 icin farenin dili agzindan disariya alindi. Vital bulgular1 optimum degerlere

gelince, hayvanlar kafeslerine konuldu.

Kontrol travma grubunda ise kraniektomi sonrasi burr holeden ¢ok yavas sekilde
Antisens ¢ozeltisi ventrikiil bosluguna injekte edildi. Basing etkisi nedeniyle iyatrojenik
travma olusumunun ve dolayisyla beyin 6deminin artisinin engellenmesi igin,ventrikil i¢i
injeksiyonlar oldukca yavas uygulandi. Kontrol travma grubunda olan hayvanlar, bu asamadan
sonra, hemen steotaksik cihazdan ayrilarak, serbest agirlik diisme cihazinin altina konuldu. Bu

arada farenin uyanmamasi i¢in hayvanin burnuna izofloran gazi tutuldu ve uyutulmaya devam
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edildi. Nazal bolgeye 2cm’lik bir siinger yerlestirilerek kafatasinin yere paralel kalmasi

saglandi. (sekil1s, sekil 17)

Sekil 15.1.S.V. yolla antisans injeksiyonu
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Sekil 16. Kafa travmasi olusturulmasinda kullanilan diizenek. 1.PVC boru. 2.35gr agirlik 3.
Sunger yatak 4. Kraniektomi bolgesi

Travma sonrast sifirinct dakika ve dordiincii saat tedavi gruplari i¢in de benzer metot

uygulandi.
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Agirlik diisiirme aparatin borusu, bir baska yardimer tarafindan kraniektomi alanin tam
tizerine yerlestirildi ve agirligin agikta olan beynin tam {izerine diigmesi ayarlandi. 35
gram, kiint u¢lu agirlik, 70 cm’lik yiikseklikten, PVC borunun igerisinden diisiiriildii. PVC
borunun igerisinin ¢entiksiz olmasi1 daha 6nceden kontrol edildi. Agirlik diistiriilmeden hemen
once izofloran gazi kesilip ve 2ml/dk’dan oksijen tedaviye baslandi. Buradaki amag, izofloran
gazinin,travma sonrasi gelisen solunum depresyonuna katkida bulunmasi ve beyin sismesinin
artisina sebep olmasinin ortadan kaldirilmasidir. Hayvan uyanmadan flep geri yerine ¢evrilip
ve dikildi. Hayvanin tam uyanmasi ve vital bulgularin optimum degerlere gelmesine kadar
oksijen verilerek , pulse oksimetre ile fare gdzlem altinda tutuldu. Bu metod ile mortalite orani
diisiiriilmiis olup, sadece 2 hayvanda 6lim gerceklesmistir. Bu iki hayvanda travma sonrasi

resiisitasyona ragmen Oliim gergeklesti. Fareler uyandiktan sonra kafeslerine geri konuldu.

Sifirinc1 dakikada Antisense tedavisi uygulanacak olan deney gruplarda ise ayni
yontemlerle antisense ventrikiil bosluguna injekte edildi. Ayni metod ile agirlik serbest sekilde
diistiriildi. Hava yollarinin acik tutulmasina ve oksijenizasyon kurallar1 benzer yontemlerle

uygulandi.

Dordiincii saat antisense tedavisi uygulanaca grup i¢in tek farkli olan, ventrikiil igi
Antisense injeksiyonu travma sonrasi tam dordiincii saatte uygulanmasidir. Injeksiyon oncesi

dikilmis olan flep agilip, devrilip, injeksiyon sonrasi tekrar dikildi.

Bu islemler sonrasi, hayvnlarimizi 24 saatlik su ve yem iceren kafeslerde, standard
kosullar saglanarak beklettik; Belli araliklarla hayvanlarin vital bulgularini takip ettik.
Inleyen, huzursuz olan deneyler i¢in agr1 kesic1 verdik. Agr1 kesici igin; Intraperitoneal yolla
0.4 pg (10nM) dozun da naproksen, injekte edildi. Agr1 kesici; gerek hayvanin durumuna gore
bazi deneklerde tekrar edildi.
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24 saat sonunda tiim deneklerimize MRG c¢ekildi ve ardindan 6tenazi uygulandi.
Deneklerimiz; MRG ¢ekilmesi amaciyla Hacettepe Universitesi deney hayvanlari
laboratuarindan Ankara Bilkent Universitesi UMRAM merkezinde bulunan 3 teslali MR
merkezine aktarildi. Deneklerimizi MRG cihazina koymadan o©nce,10mg/kg dozunda
preanestezik ilag olarak Ksilazin ve 100mg/kg dozunda anestezik ilag olarak ketaminin
intraperitoneal injeksiyonu ile genel anestezisi verildi. Hayvanlarimizin ayak reflekslerine
bakilarak derin uyuduklarindan emin olunduktan sonra MRG makinesine gotiiriildii ve farelere
uygun boyutta tasarlanmis olan baslik-prob altinda yatirilarak MRG ¢ekildi. MRG goriintiileri,
3 ana sekans olarak Koronal, Aksial ve Sagital kesitler alindi. Yaklasik her fare i¢in ¢ekim
stiresi 10 dakika siirdii ve g¢ekim sonrasi hipotermiden kag¢inilmasi i¢in hayvanlarimizi
hipertermik battaniye {izerinde 37C° derecede, pulse oksimetre cihaz ile vital bulgular takip
edilerek oksijenizasyonu saglandi. MRG sonrasi farelerimizi tekrardan Hacettepe
Universitesinde deney hayvanlar1 laboratuarina gétiirerek dnce tekrar intaraperitoneal yolla

derin genel anestezisi uyguladik ve daha sonra 6tenazi yapildi.

Otenazi sonrasi; dekapite edilen hayvanin beyni ¢ikarilarak beyin dilimleyici aparata
yerlestirildi. Daha once kraniyektomi ile agikta kalan beyin bdlgesi, 20 numarali bistiiri
yardimiyla koronal diizlemde ¢ikarildi. Bu asamada, kortikal bolge; beyaz cevherden
styrilarak ayrildi. Cikarilmis olan bolge ise agirlik disiirilen gruplarda; travmatik beyin

bolgesi ve travmadan kaynaklanan degisiklikleri icermekte olan bolge olarak kabul edildi.
Sekil17.Sekil 18
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Sekil 17. Beyin dokusunun dilimleyici aparata yerlestirilmesi

Alinan orneklerin oda kosullarinda su igerigini kaybedip kurumamasi amaciyla hemen
hassas terazi ile tartilip, yas agirlik olarak kayit altina alindi. Ardindan 99 C° firina konularak
kurutuldu. Firin igerisinde ornekler 24 saat kadar bekletildi. Tam kuruduktan sonra tekrar
hassas terazi ile tartildi. Bu degerler kuru agirlik olarak kayit altina alndi. Doku 6rneklerinden

asadaki formiilii kullanilarak beynin su igeriginin orani hesaplandi.
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3.2 Feeney’in Agirhk Diisiirme Metodu ile Travmatik Beyin Hasar1 Modeli

Olusturulmasi

Agirlik diisiirme metodu ile travmatik beyin hasar1 olusturulabilmesi i¢in oncelikle
Marmarou’nin agirlik-diistirme metodu(115) iki farkli modifiye sekilde, farkli agirliklar ile
uygulandi. ilk uygulamada farenin kafatasinin {izerine merkez noktasi bregma ile lamdanin
tam ortasinda ve tam orta hat iizerinde olacak sekilde daire seklinde yerlestirilen metal pilagin
tam lizerine agirhik disiirtilerek yapildi. 20, 30, 35, 40, 50 gramlik agirliklarin diistiriilmesi ile
olusturulan travma modelinde 24 saat sonra MRG ve beynin su igerigi yontemleri ile 6dem
miktar1 arastirlld. MRG ile tespit edilebilecek bir 6dem olusumu gozlemlenmezken, tim
beynin yas ve kuru agirliginin 6l¢tilmesi ile olusturulan beynin yiizde su ig¢erigi miktarinda da
sham ve kontrol hayvanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yakalanamadi. Ikinci
uygulamada ise farenin sadece sag parietal kemigini kaplayacak sekilde yapistirilan metal
plakaya agirlik distiriildii; Bu uygulamada, sadece bu plakaya temas edebilecek sivri uglu
agirliklar kullanilarak yapildi. 50, 60 ve 100 gramlik agirliklarin diisiiriilmesi ile olusturulan
travma modelinde 24 saat sonra MRG ve beynin su igerigi yontemleri ile ddem miktari
arastirildi. MRG ile tespit edilebilecek bir 6dem olusumu gozlemlenmezken, tiim ipsilateral
hemisferin yas ve kuru agirhiginin dlgiilmesi ile olusturulan beynin su igerigi miktarinda da
sham ve kontrol hayvanlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yakalanamadi.Bahsi
gecen her iki optimizasyon c¢alismasinda da travmadan hemen sonra mortalite oranlarinin

oldukca yiiksek tespit edildi.

Marmarou’nin agirlik-diisiirme metodu iki farkli sekilde uygulanmasina ragmen sham
ve kontrol grubu arasinda 6dem miktar1 agisindan anlaml bir fark yakalanamayinca, agirlhik
diisiirme metodu Feeney’in agirlik-diisiirme metodu ile degerlendirildi. Bu modelde ipsilateral
hemisfer iizerinde belli alana kraniyektomi yapilarak, agirlik bu alandaki agikta kalmis beyin

iizerine diistrildii.
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Bu calismada; anestezi sonrasi streotaksik cihaza yerlestirilmis olan hayvanin sag
parietal kemigi lizerinde bregma ile lamda arasinda uzanan ve orta hattan 2mm lateralde
kalacak sekilde Smm x 2mm biiyiikliiglinde bir alan kalem vasitasiyla ¢izildi ve sogutmali
mikrodrill (Stoelting) vasitasiyla drillendi. Drillemenin olusturdugu mekanik 1simnmay1
azaltmak i¢in islem boyunca kafa kemigi siirekli olarak soguk steril serum-fizyolojik ile
sogutuldu.islemin tamamlanmasindan sonra kemik pensi ile kemik ¢ikarildi. Bu asamada
korteksi hasar alan ya da kanamasi olan hayvanlar deneyden ¢ikartildi. Daha sonra; AQP4
ONAS’i InM konsantrasyonda olacak sekilde serum icermeyen DMEM’de ¢doziiliip i.s.v. yolla,
bregmanin 0.lmm posterioru, 0.9mm laterali ve 3.1mm derinlige mikrolitrelik siringa (Hamilton)
vasitasiyla ventrikiil bosluguna 2ul toplam hacimde iki farkli siirede verildi. Ilk deney grubunda;
travma olusturulmadan hemen dnce sifirinci dakika ve ikinci deney grubunda ise travma olustuktan
sonra 240’ inc1 dakika sonrasida tedavi bahsi gecen i.s.v. yontemle uygulandi.Kontrol grubuna ise yine

i.s.v. yolla serum icermeyen DMEM verildi.

Kontrol ve sifirinct dakika tedavi gruplarinda i.s.v. enjeksiyonun hemen ardindan, 240’
mc1 dakika tedavi grubunda ise kraniyektominin hemen ardindan, deney hayvani izofloran
anestezisinin devamliligin1 bozmayacak sekilde, agirlik diisiirme diizeneginin altinda yeralan
stingerin lizerine tagindi. Siingerin lizerindeki farenin kraniyektomi yapilmis beyin bdlgesi
plastik borunun tam altina gelecek sekilde ve hayvanin kafa bolgesi hareketsiz kalacak sekilde
bir arastirici tarafindan fare diizenegin asagi kismina elle tutularak sabitlendi. Diger bir
arastiricr tarafindan ise 70 cm yiikseklikten, acgikta olan beynin {izerine gelecek sekilde 35
gramlik kiint uclu metal agirlik, plastik borunun igerisinden serbest diisme yapacak sekilde
atildi. Travmanin 24. saatinde yapilan MRG’de sham ve kontrol grubu arasinda belirgin 6dem
olusum farki gozlenmedi. Ayrica kraniyektomi yapilmis olan alanda bulunan korteksin yas ve
kuru agirhigmin 6lgiilmesi ile beynin su icerigi miktarinda da sham ve kontrol hayvanlari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yakalanamadi. Boylelikle bu ¢alismada Feeney’in

agirlik diistirme metodunun uygulanmasina karar verilerek, deney gruplarina gegildi.
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3.3 Agirhik Diisiirme Modeli ile Yapilan Travmatik Beyin Hasar1 Calismasinda
Kullanilan Deney Gruplar

Tablo 3 de deney gruplarinda bulunan hayvan sayis1 gosterilmistir.

Tablo 4. Deney gruplari ve sayilari

KULLANILAN TOPLAM HAYVAN
DENEY VE KONTROL GRUPLARI SAYISI
1. Grup 1: Antisens (Sham)

2. Grup 2: Travma (kontrol grup)

3. Grup 3: Travma, 0. dak. Antisens
4. Grup 4: Travma, 240. dak. Antisens

AN N &N WD

Sham Grubu:Bes adet Swiss albino farenin, sag parietal kemigi lizerinde Smm x
2mm’ lik kraniektomi yapildiktan sonra cild geri dikildi.Cerrahi islemin beyin 6demine etkisi,
24 saat sonra magnetik rezonans goriintiilleme (MRG) metodu ve beynin ylizde su miktarinin

hesaplanmasi metodlari ile arastirildi.

Kontrol travma Grubu: Alt1 adet Swiss albino farenin, sag parietal kemigin iizerinde
Smm x 2mm’ lik kraniektomi yapildiktan sonra, intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla 2ul
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) verildi. Hemen sonrasinda kraniektomi
yapilmis olan kafa bolgesine 70cm ylikseklikten 35 gram kiint uglu agirlik serbest diisme
metodu ile diisiiriildii. Travma modelinin beyin 6demine etkisi, travmanin olusturulmasindan
24 saat sonra MRG metodu ve beynin yiizde su miktarinin hesaplanmasi metodlar ile

arastirildi.
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3.4. Aquaporin-4 (AQP4) Oligoniikleotid Antisens (ONAS) Sifirinci Dakika
Grubu

Alt1 adet Swiss albino farenin, sag parietal kemigi ilizerinde Smm x 2mm’ lik
kraniektomi yapildiktan sonra, 1is.v. yolla 2ul DMEM igerisinde ¢ozlilmiis 1nM
konsantrasyondaki ONAS verilip hemen sonrasinda, kraniektomisi yapilmis olan kafa
bolgesine 70cm yiikseklikten 35 gram kiint uglu agirlik serbest diisme metodu ile diistiriildii.
Sifirinct dakikada verilen AQP4 ONAS’1n beyin 6demine etkisi, travmanin olugturulmasindan
24 saat sonra MRG metodu ve beynin yiizde su miktarinin hesaplanmasi metodlar ile

arastirildi.

3.5. Aquaporin4 (AQP4) Oligoniikleotid Antisens (ONAS) 240’ mc1 Dakika
Grubu

Alt1 adet Swiss albino farenin, sag parietal kemigi lizerinde 5Smm x 2mm’ lik
kraniektomi yapildiktan sonra, kraniektomi yapilmis olan kafa bdlgesine 70cm yiikseklikten
35 gram kiint uclu agirlik serbest diisme metodu ile disiiriildi. Agirlik diisiirilme zamani
travma dakikas1 olarak alinip, bundan tam 240 dakika (4 saat) sonra i.s.v. yolla 2ul DMEM
icerisinde ¢ozilmiis 1nM konsantrasyondaki ONAS verilip, verilen AQP4 ONAS’in beyin
O0demine etkisi, travmanin olusturulmasindan 24 saat sonra MRG metodu ve beynin yiizde su

miktarinin hesaplanmasi metodlari ile arastirildi.

3.6 Beynin Yiizde Su Iceriginin Hesaplanmasi

Deney gruplarindaki hayvanlarin MRG goriintiilemelerinin yapilmasindan hemen
sonra, yiiksek dozda ketamin anestezi verilerek Otenazi yapildi.Dekapite edilen hayvanlarin
beyinleri ¢ikarilarak, yetiskin fare koronal beyin dilimliyici aparata (Bioseb in vivo Research
Instruments) konuldu. Kraniektomi yapildig1 ve agirhigin diisiiriildiigii ipsilateral hemisferdeki

anterio-posterior diizlemde Smm olacak sekilde beyin dilimlenerek, ipsilateral korteks bu
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dilimlerden siyirildi. Korteks ¢ikarilir ¢ikarilmaz daha 6nceden darasinin agirligi dl¢tilmiis ve
su tutma oOzelligi olmayan kagitlara konularak, dokunun su kaybina ugramasina miisade
etmeyecek bir hizla hassas terazide agirligi Olgiildii. Bu agirlik beynin yas agirligi olarak
kaydedildi. Yas agirhgi kaydedilmis ipsilateral korteksler 99°C’deki firinda 24 saat bekletildi.
Firindan c¢ikarilan kortekslerin tekrar agirliklar1 hassas terazide 6l¢iildii ve bu agirlik ise kuru
agirlik olarak kaydedildi. Kaydedilen yas ve kuru beyin agirliklarindan asagidaki formiil

kullanilarak beynin su igerigi hesaplandi.

Beynin Su Igerigi= ((Yas Agirlik - Kuru Agirlik) / Yas Agirlik) x 100

3.7 Magnetik Rezonans Goriintiilemesi (MRG)

Timoriin varligmi ve boyutunu belirlemek amaci ile Ulusal Manyetik Rezonans
Arastirma merkezinde (UMRAM; Bilkent, Ankara, Tiirkiye) 3 tesla MR ile fareler

goriintiilendi.

Fareleri goriintillemek amaci ile el yapimi iki kanalli alicis1 olan, 3.5 cm capinda
dairesel bir yapiya sahip olan taban koil gelistirildi.Dairesel pargalarinin iizerinde dort adet
manyetik olmayan kapasitdr bulunmaktadir. Koil elemanlar1 6rtiisme teknigi ile birbirlerinden
ayrildi. Koil, farenin kafasini desteklemesi amaci ile bir yarim silindir gdvdenin igine

yerlestirildi. Diisiik giiriiltiilii amplifikatorler kullanilarak yaklasik 20db degerine ulasildi.

Fareler ketamin ile uyutuldu. T2 agirlikli turbo spin-echo goriintiileme koronal, sagital
ve aksial diizlemlerde asagidaki parametrelere gore alindi: tekrar zamani/echo zamani

4420/94, goriis alan1 78x78 mm, kesit kalinlig1 2mm, kesitler arast bosluk 0, uyarilma sayis1 5.

Goriintiiler parankimal hasarin varligi ve boyutu acisindan deneyimli bir radyolog
(Dr.Kader Karli Oguz) tarafindan degerlendirildi. Parankimal hasarin en biiylik goriildigi

kesitlerde, en uzun boyutlar1 6l¢iildii.
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3.8. Istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama =+ standard hata olarak verilmistir. Gruplar arasindaki beynin yiizde
su icerigi kruskall- wallis testi ile karslastirilmistir. istatiksel anlamlilik varsa grublardan sonra

mann- whitney U testi ile degerlendirilmistir.

P <0.005 degeri istatiktissel olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel

degerlendirmeler "IBM SPSS Statistics" version 20 programu ile yapilmistir.

3.9 AQP-4 immiinhistokimyasi

Sadece kraniektomi yapilmis fare (sham) ve hem kraniektomi yapilmis hem de agirlik
diisiiriilerek travma modeli olusturulmus fare (kontrol), kardiyak yolla %4 paraformaldehit ve
%0.4 heparinli serum fizyolojik ile perfiize edilmistir. Cikarilan beyinler 24 saat siire ile
%A4'liik paraformaldehitte ve ardindan 48 saat boyunca %30'luk siikroz sollisyonu igerisinde
bekletilerek kriyoproteksiyon saglanmistir. Daha sonra kriyostatda (Leica CM1100) beyin
dokularindan 20pm'lik koronal kesitler poli-l-lizin ile 6nceden kaplanmis lamlara alinmstir.
Kesitler once fosfat tamponlu salinde (PBS, pH=7.4) oda sicakliginda bekletilmis, ardindan
PBS ile %10 sulandirilmis normal kegi serumunda (Invitrogen) oda sicakliginda 10 dakika
bloke edilmistir. Ardindan kesitler tavsan poliklonal AQP-4 (1:100, Chemicon) birincil
antikoru ile gece boyu 4 derecelik buzdolabinda inkiibe edilmistir. Ertesi giin 3 kez 5'er dakika
PBS ile yikanan beyin kesitleri, ke¢i anti-tavsan Cy2 (1:200, Jackson Immunoresearch) ikincil
antikoru ile oda sicakliginda, 90 dakika inkiibe edilmis, bdylelikle floresan isaretleme
yapilmistir. Kesitler tekrar 3 kez 5'er dakika PBS ile yikanmis ve Hoechst 33258 (Molecular
Probes) ve 25mg/ml sodyum azid (Sigma) iceren gliserol (sigma)/PBS (1:1) ile kapatilmistir.
Daha sonra kesitler uygun filtreler kullanilarak floresan mikroskopta (Nikon Eclipse E600)
degerlendirilmistir. Yesil floresan icin eksitasyon 450-490nm, emisyon 520 nm; mavi floresan

i¢in eksitasyon 330-380nm, emisyon 420 nm olan filtreler (Nikon) kullanilmistir. Elde edilen
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mikroskop goriintiileri Nikon DXM 1200 djital kamera ile goriintiilenip, Nikon AR

programinda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yas/Kuru agirhk sonuclar:

A. SHAM GRUBU

SHAM grubundaki toplam 5 adet hayvanin beyinleri ¢ikartildiktan sonra ayri ayri
yas/kuru agirlik yiizdeleri hesaplandi. SHAM 1 de bu yiizde 77.41, SHAM 2 de 75.90, SHAM
3 de78.19, SHAM 4 de,79.46 ve SHAM 5 de ise % 77.77 olarak elde edildi.Tablo1.

Tablo 5. Sham grubunun beyin su oranlar1

Hayvan no Su Oram
Sham 1 77.41
Sham 2 75.90
Sham 3 78.19
Sham 4 79.46
Sham 5 77.77
Ortalama 77.75

Std sapma 1.29

Std hata 0.57

B. KONTROL TRAVMA GRUBU

Bu grupta alt1 hayvan deneye alindi. Birinci hayvanda beyin Yas.Kuru agirligi yiizdesi,
78.97 olarak hesaplandi. Kontrol grubun ikinci hayvaninda ise %79.68, {i¢iincli hayvanda %
80.51, dordiincii hayvanda % 80.72, besinci hayvanda %79.92 ve altinci hayvan da ise %79.41
olarak elde edildi. Tablo2
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Kontrol travma grubundan elde edilen ortalama Yag/Kuru agirlik yiizdesi, diger gruplar

i¢in referans olarak kullanildi.

Tablo 6. Kontrol travma grubun beyin su orani

%Su
Hayvan no Oram
Kontrol 1 78.97
Kontrol 2 79.68
Kontrol 3 80.51
Kontrol 4 80.72
Kontrol 5 79.92
Kontrol 6 79.41
Ortalama 79.87
Std sapma 0.69
Std hata 0.31

C. SIFIRINCI DAKIKA OLIGONUKLEOTID ANTIiSENS GRUBU

Tedavi gruplarinda 6’sar hayvan deneye alindi. Travmadan hemen sonra antisens
oligoniikleoitid uygulanan grupta sonuglar sdyleydi: Oligoniikleotid antisens ONAS 1 de
Yas/Kuru agirliK orant %78.18, OANS 2 de %79.15, OANS 3 de 78.84, OANS 4 de
%78.50,0ANS 5de %79.71 ve OANS 5 de ise %78.47 olarak elde edildi. Tablo3:
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Tablo 7. Sifirinci dakika tedavi grubunun beyin su oranm

Hayvan no % Su Orani
ONAS (0 min) 1 78.18
ONAS (0 min) 2 79.15
ONAS (0 min) 3 78.84
ONAS (0 min) 4 78.50
ONAS (0 min) 5 79.71
ONAS (0 min) 6 78.47

Ortalama 78.81
Std sapma 0.59
Std hata 0.26

D. DORDUNCU SAAT OLIGONUKLEOTID ANTISENS GRUBU

Travma sonrast 4. Saatte oligoniikleoitd antisens uygulanan grubun sonuglari ise su
sekildeydi: ONAS (4h) 1’de %79.29 oraninda beyin su icerigi, ONAS (4h) 2 ise %79.83,
ONAS (4h) 3’de %76.50 ve ONAS (4h) 4‘de ise %80.38 beyin su yiizdesi hesaplandi. ONAS
(4h) 5’in beyin su yiizdesi %80.40 ve ONAS (4h) 6’nin beyin su igerigi ylizdesi 78.28 olarak
hesaplandi.Tablo4
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Tablo 8. Dordiincii saat tedavi grubunun beyin su orani

Hayvan no % Su Oram
ONAS (4h) 1 79.29
ONAS (4h) 2 79.83
ONAS (4h)3 76.50
ONAS (4h) 4 80.38
ONAS (4h)5 80.40
ONAS (4h) 6 78.28
Ortalama 79.11

Std sapma 1.62

Std hata 0.72

Yas/Kuru agirhk yiizdeleri arasindaki farkin istatistiksel degerlendirmesi

Calisma sonucunda, istatistiksel degerlendirilmeler yapilmistir. Sham grubunda
ortalama beyin su igerigi % 77.75 iken, kontrol travma grubunda bu deger % 79.87 olarak
Olctilmiistiir. Bulgular istatistiksel agidan anlamlidir. (p=0.017).

Sifirmnc1 dakika AQP-4 antisens tedavi grubunda beyin su igerigi %78.81 iken kontrol
travma grubunda %79.87 olarak Olciilmustiir. Bulgular istatistiksel acidan anlamlidir. (

p=0.026)

Dordiincti saat AQP-4 antisens tedavi grubunda beyin su igerigi %79.11 iken kontrol
travma grubunda %79.87 olarak Olgiilmiistiir. Bulgular istatistiksel ac¢idan anlaml

degildir.(p=0.39). TaBLO 9
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Tablo 9. Deney grublarin istatistiksel degerlendirilmesi

BEYIN % SU ICERIGI
80.5

80

79.5

*
79
78.5 *
78
77.5
77

KONTROL SHAM ONAS (0.DK) ONAS (240.DK)

4.2. Radyolojik Bulgular

Deney gruplarmim MR goriintiileri koronal, aksiyel ve sagittal olmak iizere {i¢ farkli
sekansta alindi. Boylece 6demin varligi ve boyutunun giivenilir sekilde degerlendirilmesi

saglandi.
A. SHAM GRUBU
Sham grubun MR sonuglar1 asagidaki tabloda belirtilmistir. Tablo 10.sekil 18

Tablo 10. SHAM grubun MR bulgulari

Hayvan MRG BULGULAR

Sham 1 Kortikal diizeyde temasa bagli 6dem (1.7x0.9mm)
Sham 2 Odem yok

Sham 3 Odem yok

Sham 4 Odem yok

Sham 5 Odem yok




Im: Fls fare 18 Sham g fare 19 Sham
S (B 03- 1345 54-DET-53.12.2.1107.5.2. 32 35307 | S 09 03 13:45-54-0=T- 53,12 .2 1107 5.2 32 35307
03.09.1991 M

UMRAM [ 3EACETAnkars
1

03.09. 1991 M

MMIBLAM | 3ENCE T/ Anlkara

1

Rak - GBEM , Modese-Traema Modese- Tradma

Rak - GEM A M iDelesE- TrHlmA MiOaee- TrE e 8
12_tse_oor 3E4_2mm_MOUSE2

E2_bse_cor 3R4_2mm_MOUSED

FS5: 3 FS: 3
TR: 46900 TE: 10l | [ 1566 WA 3 TR: 46900 TE: 1000
030920013 153014 | [T Zamm L -80.3mm 03090013 154000

WL 2330 WW: JE5S

fare 19 Sham
13.09.03-13:45: 54-DST-1.3.12.2.1107.5.2.32 35397
03.09. 1991 M

UMRAM /IEACET/ Ankara

1

Rat - GEM | ModSe-Trawma Mode- Tramma
12_tse_cor_384_2mm_MOLSE2

FS: 3
TR: 46900 TE: 1000
0309 2013 15:58: 5

Sekil 18. Sham grubun MR goriintiilemeleri

70
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B .KONTROL TRAVMA GRUBU

Kortikal ve subkortikal beyaz cevher alanlarda 6dem tespit edildi. Bir ka¢ denekte
O0dem ile birlikte hemorajik alanlar ve hematom goriintiilendi. Bir denekte orta hat sifti tespit
edildi. Bulgular, 6zellikle kraniektomi alanimnin hemen altinda daha belirgin sekilde izlendi.

‘Coup’ ve ‘Counter Coup’ kontiizyonlar da goriintiilendi. Istatistiksel olarak anlamsiz sonuglar

deney dis1 birakildi. (Tablo 11)(Sekil 19)

Tablo 11. Kontrol travma grubun MR bulgulari

Hayvan MR bulgulari

Kontrol 1 Odem var

Kontrol 2 Odem Yok

Kontrol 3 Odem var, 1.6x1.1mm (transvers cap)

Kontrol 4 Odem var, 0.9x2.3mm (A-P), 1.8x1.2 (transvers cap)
Kontrol 5 Odem var, 2x4.3mm (transvers cap)

Kontrol 6 Odem var, 2.6x2.4 mm(transvers ¢ap)

) Im: 7715 KONTROL 1
KONTROL L |== @8 25-09:39:56-DST- £3.12.2.1107.5.2.32 35357

13,068 8- 09 39: 56-D5T-1.3.12.2. 1107 5.2 32.35397 S A L

LMRLAM [ SEACETfAnkara
23.08.133L M Rat - GEM , Modse- Trawma I-'Imne—Trauﬂ:
MR fIEACET  Ankara 12_tse_sor 3B4_2mm_MOLUSEZ
1
Rak - GEM |, Mouse-Traima Modse-Traumms

12_tee_eor_384_2mm_MOUSEL

F&: 3
WL 1067 WW: 1802 TR: 46%0.0 TE: 100.0 Fs: 3
T: 2 0mm L 4.8mm 29082003 10:17:08 [ 1113 ww: 2191 I TR: 4690.0 TE: 100.0

T: 2.0mm L= -0.&mm Z29.08. 2013 10:14:15

Sekil 19. Kontrol travma grubun MR goériintiilemeleri
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C.SIFIRINCI DAKIKA OLIGONUKLEOTID ANTISENSE GRUBU

Bir denek haricindekilerde 6dem saptanmadi. Goriintiiler sham grubu ile ayni

nitelikteydi. (Tablo 12) (Sekil 20)

Tablo 12. Sifirinc1 dakika tedavi grubun MR bulgulari

Hayvan MR bulgular:

OANSO0dk Odem mevcut,0.5x1 mm

OANSOdk Odem yok

OANSOdk Odem yok.

OANSOdk Odem yok, kiiciik kortikal temas hasar1, miihtemel kraniektomiye bagl
OANSOdk Odem yok

OANSOdk Odem yok

Imi: 915

fare 17 bedawvi D (Im: 7715 fare 17 bedawvi O

S (. 03- 1345 5-DST-53.12.2.1107.5.2 32 353097 (98 .03~ 13:45:5-05T- 53.12.2.1107.5.2.32 35397
0300 1551 M 0300, 1551 M

LFMIEaM fHEACTET S Ank ara PV PLAM [ 3EANCET S Ak Ara
1 1

Rak - GEM |, Modese- Tralma Miodess— Tiradsma Rat - GBM , Modese- Trama Modese- Trama
E2_tee_oor_ 38a_onm _MOLPSES E2_bse oo 84 2onm_MOLSEZ

FS:- 3 F5: 3
TR: 45500 TE: 1} D 3 B TR: $&50.0 TE: 1.0
. 2 03.09. 20013 15:11:05
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fare 17 tedavi 0

13.09.03- 13:45: 54-DST-1.3.12.2.1107.5.2.32 35307
03.00. 1991 M

UMRAM [IEACET/ Ak rs

1

Fat - GEM |, Modse-Trawma Mowese- Tira wima
12_tse_gor_384_2mm_MOLUSE2

Fs5: 3
WL 1500 WA 2913 TR: 4650.0 TE: 10d.0
T: Z2.0mmm L -4, Lmm 03.09. 0013 15: 140

Sekil 20. AQP-4 sifirinct dakika antisens grubun MR goriintiilemeleri

D.Dordiincii saat oligoniikleotid antisens tedavi grubu

Tiim deneklerde 6deme rastlandi. Kontrol travma grubuna kiyasla 6dem biiytikliigiinde
fark bulunamadi. Bir denekte ekstraaksial hematom, birinde 6dem alanin hemen

komsulugunda 1.3*2.1 mm’ lik intraserebral hematom tespit edildi. (Tablo 13) (Sekil 21)

Tablo 13. AQP-4 Doérdiincii saat tedavi grubun MR bulgular

Hayvan no MR Bulgular:

ONAS (4h) 1 Odem var, 1,9%2%2, 7mm

ONAS (4h) 2 1*1,3mm 6dem ve komsulugunda 1,3*2,1mm hematom mevcut
ONAS (4h) 3 Odem yok

ONAS (4h) 4 Odem + ekstraaksial hematom, 0,8 * 2,3mm

ONAS (4h) 5 Odem var, 1,8mm* 1,8mm

ONAS (4h) 6 Odem var, 1,1mm * 2,2mm




Im: 7515 Farme 3 Tedswi 4. Saak

S5 G, L0- 09 444 7-DST- 53.12. 2. 1107 . 5.2 33 35357
1005 15E0 M

LAM P SEACTE T anllca ra
1

Rak - GEM |, Modess- Tradema Mosdebs- Trs i a
12_tse_cor_384_2mm_MOLSES

FS5: 3
ThR: 460500 TE: L0
1009 2013 10:31:31

Fare 2 Tediavi 4. Saat

1500 80 0044 47-DET-1.3.12.2.1107.5.2. 32 35397
100079, 1580 M

UMRAM [IEACET hnikara
1

Rat - GBEM , Modse- Tramma ModSe- Traima
12_tee_cor 384_2mm_MOUSE?

F&: 3
TR: 4&590.0 TE: 100.0

WL 1270 WW: 1908
10.09.2013 10:12:25

T: 2.0mm L 3.7mm

Sekil 21. AQP-4 antisens grubun MR goriintiilemeleri
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4.3. AQP-4 Immiinhistokimyasi:

Sham ve kontrol travma grubunda Aquaporin-4 immiinoreaktivitesi agisindan anlamli
fark saptanmamistir (Sekil 22). Kontrol travma grubunda travmanin uygulandigi beyin
bolgesinin, kesitlerin alinmas1 ve islenmesi sirasinda kaybedildigi dikkati ¢ekmektedir. Bu
nedenle degerlendirme yalnizca korunabilen beyin bdlgeleri ile sham grubu arasinda

yapilabilmistir.

KONTROL

AQP-4

HOECHST 33258

Sekil 22. Fare beyin koronal kesitlerinde AQP4 ve niikleus boyamasi (floresan mikroskopi,
4x bliylitme; st AQP4 boyamasi, alt Hoecst 33258 ile niikleus boyamasi)
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5. TARTISMA

Modern tanm1 ve tedavi yontemlerinin gelismesine ragmen, kafa travmalarina bagh
Olimler giiniimiizde hala sorun olusturmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar,¢cogunlukla
diffiiz travmatik beyin hasar1 sonrast ikincil patofizyolojik olaylarin 6nlenmesi ve etkin

medikal tedavisinin uygulanmasina yoneliktir. [116,117]

Marmarou ve arkadaslari; travma sonrasi beyin 6demi ve kafa i¢i basing artiginin
nedenini serebral kan hacmindeki artistan ziyade, serebral kan akimindaki azalmaya
baglamislardir. Bu c¢aligma sonucunda beyin 6demi ve kafa i¢i basing artiginin,yaygin
sitotoksik 6dem ile ilgili oldugu gosterilmistir. [127] Diffliz travmatik beyin yaralanmasinin
patofizyolojisinde sitotoksik 6demin, vazojenik 60demden daha baskin rola sahip oldugu

diistiniilmektedir.[127]

Deneysel travmatik beyin hasarinda en sik kullanilan travma modeli Marmarou’nin
agirlik-diislirme metodudur. Bu metotla diffliz aksonal yaralanmanin biyomekanik
degisiklikleri ve klinik o6zelliklerini olusturmak; Akut travma sonrasi beyin 6deminin ilk
saatlerinde(6-24 saat) gelisimini gOsterilmesini saglamak miimkiindiir. Ayrica Marmarou
modeli kafa travmali hastalarda gozlenen patofizyolojik degisikliklerin tiimiinii olusturmus
olmasa da, travmatik beyin hasar1 sonrasi deneysel tedaviler i¢in standart bir modeldir.[115]
Bu metotla yaptigimiz pilot calismalar sonucunda travmadan hemen sonra mortalite
oranlarinin olduk¢a yiiksek olmasi, sham ve kontrol hayvanlari arasinda MRG ile tespit
edilebilecek bir 6dem olusumunun gézlemlenmemesi; ayrica yas ve kuru agirliginin dl¢iilmesi
ile beynin su igerigi miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yakalanmamasi nedeniyle

agirlik diistirme metodu Feeney’in agirlik-diisiirme metodu ile degistirilmistir.

Glintimiizde deneysel kafa travmasit modellerin gelistirilmesi ("agirhik diisiirme,"
"s1v1 perkiisyon hasari," ve "kontrollii kortikal carpma") ile birlikte travmatik beyin hasari

modellerinden daha iyi sonuglarin elde edilebilecegi diistiniilmektedir [80,119,120]
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Kullandigimiz kafa travmasi modelinin bilinen deneysel agir kafa travmas1 modelleri
arasinda en optimum model olmasa da; diger modellere gore uygulanmasi kolay, ucuz ve
kontrol edilebilir bir modeldir. Ayrica deney sirasinda hayvanlarin monitdrizasyonu, vital
bulgularin tiim deney gruplarinda optimiim diizeylerde tutulmasi ve stabil olmayan ve
standard protokol dis1 travma alan hayvanlarin deney dis1 birakilmasi, travma disinda ek bir
darbe olusumunun engellenmesi,arastirmamizin standard kalip igerisinde yiiriitiilmesini

saglamistir.

TBI modellerin mekaniginin gelistirilmesi ve MRG kullaniminin artmasi ile birlikte,
sitotoksik 6demin TBI patofizyolojisinde vazojenik 6demden daha agirlikli ve énemli rolu
oldugu kanmitlanmistir. Sitotoksik 6demin travma sonrast vazojenik ddemden daha erken
donemde  basladigit  ve etkisinin daha uzun siire  sirdigi = gosterilmistir.

[74,115,119,120,121,124]

Travma sonrasi ilk 24 saat iginde yapilan MRG c¢alismalarinda kan-beyin
gecirgenliginde kagak bulgusuna rastlanmistir. Ratlar {izerinde yapilan deneysel MR
goriintiilemelerinde; T2, diffizyon ve ADC haritalanmasi ile diffiiz beyin yaralanma
sonrasinin erken doneminde; Ik 6 saat icerisinde, kontiizyon alanin periferinde, hiicresel
sismenin bagladig1r gosterilmistir. [122,123,125,126] Bizim ¢alismamizin da benzer metotla,
O0demin en yogun oldugu; travma sonrasi 24 iincii saatte, MRG c¢ekilmesi literatiirle ne kadar
benzerlik tasisa da; daha onceden fareler lizerinde yapilmamis oldugu i¢in bir farklilik
gostermektedir. Ancak gelecekte yapilacak olan arastirmalarla fareler iizerinde uygulanabilen

koillerin gelistirilmesiyle bu teknigin ek bilgiler sunabilecegi diisiiniilityor.

Son yillarda tespit edilen ve iizerine ¢ok sayida arastirma yapilan AQP’ler ve ozellikle
serebral Aquaporin-4 (AQP-4), astrositlerin son ayaklarinda bulunan bir ¢ift yonli
transmembran su kanali olarak gorev yapmaktadirlar. AQP’lerin ve ozellikle AQP-4 iin
sitotoksik 6demin {izerinde onemli rolii oynadig1 gosterilmistir. [74,75,101] AQP-4 knock-out

farelerde, sitotoksik 6demin baskin oldugu deney modellerinde; normal farelere oranla daha az
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O0dem ve daha iyi klinik sonuglar elde edilmistir. Buna karsin vazojenik 6demin daha 6n
planda oldugu beyin tiimorii gibi modellerinde ise transgenik farelerde daha kotii sonuglar
gozlenmistir. Bu sonuglar, iki yonlii su kanali olarak gorev yapan AQP4'iin sitotoksik 6dem
sirasinda hiicre i¢i su birikimini artirici, vazojenik ve interstisiyel ddemde ise beyin
dokusundaki asir1  suyunu uzaklastirilmasinda, kolaylastirict  bir islevi oldugunu
gostermektedir.[52.77] Bununla birlikte travma sirasinda hasarin oldugu bolgede AQP4
ekspresyonunda artis izlenirken, hasar etrafindaki dokuda ise azalma dikkati ¢ekmektedir. Bu
bulgular, AQP4'iin travma sonrasi beyin 6demindeki roliine iliskin karmasik dengelerin s6z
konusu olduguna isaret etmektedir.[76] Bahsi gegen c¢aligmalar; travmatik beyin ddeminde
AQP4'in roliine iligkin bilgiler saglasa da, AQP4 ekspresyonu sonucunda, beyin 6demi

tedavisinde net sonuclar sunmamaktadir.

Buna ek olarak, son yillarda yapilan arastirmalar; deneysel ilaglarin astrositler, AQP4
ve beyin su igerigi lizerindeki etkileri incelenmistir.[128] Gliniimiizde pek ¢ok deneysel ilacin
kullanim1 ile; yeni tedavi metotlarin gelistirilmesine calisilmistir. Ancak  hi¢ birinden
optimum sonuglar alinamamistir. AQP’lerin travma patofizyolojisinde rolil belirginlesince,

yeni arayislar glindeme gelmistir.

Arginin vazopressinin ( AVP ), cesitli dokularda; AQP4 ekspresyonunda, diizenleyici
rola sahip olduguna dair kanitlar vardir. [129,130,131] Fare iskemik inme modelinde, AVP V1
reseptor antagonizmasi; AQP4 upregiilasyonu ve beyin su icerigin,dolayistyla beyin 6deminin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir.[129] Deneysel travmatik beyin hasari modelinde de
AVP V1 reseptdr antagonizmasi ile benzer sonuglarin olustugu gosterilmistir.[130] Bu ve buna
benzer deneysel tedavi modellerinde, membran AQP-4 oligoniikleotitlerin direkt veya
indirekt inhibisyonu; antikor araciligiyla tasarlanmistir; dolayisiyla bu deneyler sonucunda
sadece hastalikli doku degil tiim beyin dokusunda bulunan reseptér ve membran AQP-4
oligoniikleotidler hedeflenerek, uygulanan tedavilerin hedefi kalmaktadir.[128] Bunun sonucu,
normal dokularda da fonksiyon bozukluguna yol agmakla birlikte; diffiiz travmatik beyin

hasarmin siirecinde vajojenik 6demin patofizyolojisinde rolu olan AQP-4 lerin inhibisyonu
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[124.126] , bu patofizyolojik siireclerin daha da hizlandirilmasina, sonuglarin daha da kotiiye
gitmesine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Oysa ki bizim c¢alismamizda; travmaya maruz
beyin dokusu bolgesinde; travma nedeniyle AQP-4 ekspresyonun arttigi bolgede; [76] AQP4
ekspresyonunu engellemek ve sonucunda fonksiyonel kanal proteininin hiicre membranina
baglanmasinin baskilanmas1  seklinde tasarlanmistir.  Dolayistyla uygulanan tedavinin,
saglikli beyin dokusu bolgelerinde bulunan islevsel = membran AQP-4’leri etkilemeyip;
fonksiyonlarini bozmamaktadir. Uyguladigimiz tedavi sonucunda; mevcut AQP-4’lerin
fonksiyonu ve sayisinda her hangi bir degisiklige sebep olmamakla birlikte, yeni sentezlenen;
fonksyonel AQP-4 lerin niikleotid diziligini bozarak sitotoksik ddemin fizyopatolojisinde
o6nemli bir tedavi segenegi sunmakta olup; ¢alismamizin iistiin yanini gostermektedir. Ayrica
immiinohistokimyasal boyalarda da goriildiigii iizere biitiin beyinin AQP-4’den zengin bir
doku oldugu; tedavi Oncesi ve sonrasi, AQP-4’iin sayisindaki azalmama, bunu

desteklemektedir.

Deneyimizde, AQP-4 ekspresyonu sonucu olusan fonksiyonel kanal proteininin, hiicre
membranma baglanmasinin,  Antisense oligoniikleotitler aracilifiyla baskilanmasi
amagland1. Heniiz yaymlanmamis olan; TUBITAK Projesinde yer alan(Proje No: 11058496,
Proje Yiiriitiiciisii: Prof.Dr. Yasemin Ozdemir, Hacettepe Universitesi Hastanesi, Néroloji
anabilim dali) AQP-4 antisens oligoniikleotidlerinin kullanimi ile mRNA diizeyinde AQP4 su
kanal proteinlerinin astrosit son ayaklarinda yerlesiminin, dolayisiyla fonksiyonlarinin fare
astrosit kiiltiiriinde engellenebilecegini gostermis [136] (western blot teknigi ile total AQP4
protein miktarinin degismedigini, immunhistokimya ile antisens tedavisi uygulanmis hiicre
gruplarinda AQP-4 proteininin kanala yerlesemedigi, sitoplazmada kalip, fonksiyon
kazanamadig1 gosterilmistir). Bunun ardindan yine primer fare astrosit kiiltlirlerinde, orta
serabral arterin, flamen metodu ile tikanmasi sonucu olusturulmus in vivo iskemi modeli
istiinde calismis. Ardindan reperfiizyon sonrasi olusan sitotoksik beyin odeminin etkisini
arastirmis ve enfark hacminde istatistiksel olarak son derece anlamli farklar elde edilmistir.137
Bunun sonucunda da AQP-4 antisens oligoniikleotidler ile beyin 6demini azaltici yeni bir

tedavi sistemi olabilecegi ve Ozellikle de travmatik beyin hasari sonucu olusan beyin
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O6deminde arastirilmasi gerektigi diisiiniildii.

Antisens oligoniikleotidlerin etki mekanizmasinda; antisene oligoniikleotidler
mRNA’ya Watson-Crick baz ¢ifti esasi ile baglanarak sterik blokaj olustururlar ve
translasyonu engellerler. Antisens oligoniikleotidi ile mRNA’nin olusturdugu hibridin
RNAaseH aktivasyonu sonucu enzimatik olarak yikilmasi RNAaseH mekanizmasi olarak
adlandirilir. Antisens oligoniikleotidler fosfodiester yapi igerirler. Modifiye edilmemis
fosfodiester bagl oligoniikleotidlerin biyolojik sivilarda endo ve ekzoniikleazlar tarafindan
kisa slirede pargalandig1 bilinmektedir. Degradasyonu 6nlemek ve daha uzun in vivo stabilite
saglamak amactyla niikleotid yapisina yonelik ¢esitli modifikasyonlar gelistirilmistir.[61] Bu
modifikasyonlardan en yaygin olan1 fosfodiester baglarindaki oksijen atomlarinin siilfiir ile yer
degistirmesi ile olusturulan fosforotiyoat tlirevleridir. Bu sebeple yapilan ¢alismalar
cogunlukla fosforotiyoat tiirevleri ile gergeklestirilmistir. Bu baglamda AQP4’iin hiicre
membranina tutunma bdlgesine karsi olarak dizayn edilmis ve 6n denemeleri yapilmis olan
oligoniikleotidin (5 /56-FAM/TCA TACGGAAGACAATACCTC-3) kullanilmasi
tasarlanmigtir. Oligoniikleotid daha Once bahsedilmis olan fosforotiyoat modifikasyonu

icerdiginden ekzo ve endoniikleaz aktiviteden korunacaktir.

Kullandigimiz Oligoniikleotid Antisens, hiicre sitoplazmasinda AQP-4 mRNAnin
transkripsiyonu esnasinda, AQP-4 “lin hiicre membranina baglanmasini saglayacak bdlgesinin
transkripsiyonunu engelleyebilecegi, hiicre zarina yerlesilecek fonksyonel olan AQP4 ‘iin
olusumunu baskilayabilecegi fakat AQP-4’tin  ekspresiyonunu azaltmayacagi; boylelikle
kanal fonksiyonunu azaltarak 6dem tizerine olumlu etkide bulunacag: diisiiniildii. Antisens
oligoniikleotid tedavi ile travmanin en erken donemi, sifirinci dakikada 6demin azaldig: tespit
edildi ve istatistiksel olarak anlamli degerler elde edildi (p<0.01). Ancak uygulanan tedavi ile
travmadan dort saat sonra anlamli sonuglar alinamadi. Bununda ; sitotoksik édemin ¢ok erken
donemde basladig1 ve saatler igerisinde arrtifindan kaynaklanmis oldugu diisiiniilmekte olup;
erken donem tedavinin; patofizyolojik siireclerin erkenden baskilanmasina yol agtig1 i¢in,daha

etkili olduguna inaniliyor.[74,115,119,120,121,124]
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Odemin en yiiksek seviyeye ulastig1 diisiiniilen travmanin 24’iicii saati [122,123,125]
ve daha sonrasindaki donemde antisens uygulanmasinin daha kotii sonuglara neden olabilecegi
diisiinilmektedir Travma sonras1 7. Giin [74,122] ve sonrasi uygulamalarda antisensin bir
etkisinin olamayacag1dngoriilmiistiir. Onerimiz; AQP-4, diffiiz travmatik beyin yaralanmasi
tedavisinde hedef molekiil olacaksa, antisens tedavinin miimkiin oldugu kadar erken dénemde
baslanmasi, hatta kaza yerinde veya acil servislere gelmeden, tasima sirasinda uygulanmasi
gerekir. Bunun yaninda; gelecekte benzer modelin olusturmasyla; 6rnegin tiimor, iskemi veya
subaraknoid kanama modellerin 6dem tedavisinde, antisens verilmesi denenebilir. Uygulanan
antisens dozunnun modifiye edilmesi veya deneyimizde yapilan sifir ve dordiincii saat
tedavilerin zaman araliklarinda degisim yapilmasiyla sonuglarin hangi yonde degisebilecegi
denenebilir.Ayrica intraserebroventrikiiler yolla uyguladigimiz tedavinin farkli yolla

uygulanarak sonuglarin degisip degismedigine bir sonraki arastirmalarla bakilabilir.

Kanser tedavisinde Antisens ilaclar iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda; timor
hiicrelerinin sayisinda belirgin azalma tespit edilmistir. Ileri testler sonucunda, bu azalmanin
asil nedeni, Antisens ilaglarin direkt etkisinden ziyade, tlimor hiicrelerine karsi uyarilan
immiin cevaptan dolayidir. [61] Antisens bazli ilaglarin tam mekanizmalar1 belli olmadig igin,
ileriki arastirmalarla, alinan sonuglarm, ilac etkisine bagli olup olmadiginin bakilmasinda

fayda olabilecegini diisiiniiyoruz.

Bu calisma toksisiteye yonelik bir deney degildir. AQP-4 oligoniikleotid inhibitoriiniin
teorik olarak bir yan etkisinin olmamasi gerekir. Bizim uyguladigimiz deneyde bu toksisiteye
yonelik kontrol yapilmadi. Ancak gelecekteki yapilacak olan  arastirmalarla, antisens

oligoniikleotidin toksisiteye yonelik yan etkisinin olup olmadigina bakilabilir.

Calismamizin bir bagka farklig1 da fareler iizerinde MRG yapilmasidir. Daha dnceki
caligmalarda kullanilan Ratlara karsilastirildiginda bu ¢alismada kullanilan farelerin anatomisi

ve kafalarinin kii¢iik olmasina ragmen basarili bi sekilde MR goriintiilemeleri yapilabilmistir.
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Calismamiz iilkemizde ve belki de uluslararasi alanda AQP-4 gen tedavisinde bir
baslangigtir. Gelecek arastirmalar igin yol gosterici olabilmesi ve diffiiz travmatik beyin
hasarinda yeni tedavi ufuklarin gosterebilmesi agisindan, degerli ve 6nem arz eden bir ¢alisma

oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUC

1. Odem olusumu, yas/kuru agirhig dlgiimii ve MR gériintiilemeleri ile degerlendirildi.

Kontrol travma grubunun sonuglari, sham ve tedavi gruplari ile karsilastirildi.

2. MR goriintiilemeleri ile kontrol travma grubunda 6demin arttig1 gozlendi. AQP-4
sifirnc1  dakika Antisens tedavi grubunda; 6dem boyutunda belirgin bi¢imde azalma
gozlenirken, AQP-4 dordiincii saat antisens tedavi grubunda ise ddem boyutunda anlamli fark

gozlenmedi.

3. Sakrifikasyon sonrasi yas/kuru agirligi dlglimleri yapilarak 6dem degerlendirildi.
AQP-4 sifirinc1 dakika Antisens tedavi grubunda; ddem miktarindaki azalma istatistiksel
acidan anlamli bulunurken; AQP-4  dordiincli saat Antisens tedavi grubunda o6dem

miktarindaki azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmadi.

Calismamiz; diffiiz travmatik beyin yaralanmasinda, AQP-4 antisens
oligoniikleotidlerin beyin 6demi tedavisine yeni bir yaklasim oldugunu gostermektedir.
Yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden bu toplumsal sorunun ¢ézliimii i¢in, gelecekte etkin

medikal tedavilerin bulunmasina yol gosterici olabilecegini diisiinmekteyiz.
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