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1.0ZET

KAPSAISIN’IN FARELERDE TRAVMATIK BEYIN HASARI SONRASI
NOROPROTEKTIF ETKIiLERI

Travmatik beyin hasar1 (TBI), kiint veya penetran bir kuvvetin kafatasinda
olusturdugu hasardir. Kafatasi kirigi, kortikal kontiizyon, hemoraji, hemotoma gibi
birincil hasarlara neden olabilir. Birincil hasar sebebiyle gelisen hiicresel siirecler
ikincil hasar olarak adlandirilir. Odem ve inflamasyon, ikincil hasarin sonuglaridir.
Odem, serebral ve vaskiiler olarak ikiye ayrilir. Serebral 6dem, hasar sonrasi
fonksiyonelligini yitiren adenozin trifosfat (ATP) bagimhi Na"\K® pompalar
sebebiyle hiicre icine su girisidir. Vaskiiler 6dem, vaskiiler igerigin vaskiilatiirden
beyin parankimine sizmasidir. Inflamasyon ise kan beyin bariyeri (BBB)
gecirgenligini arttirarak 6dem olusumuna sebep olabilir. Odem hacmi kiigiilmesinin
biligsel ve motor islevleri iyilestirdigi bilinmektedir. Bu sebeple TBI sonrasi ilgili
patolojik fazin saptanip dogru tedavi uygulanmasi c¢ok oOnemlidir. Bu tez
calismasinda, kriyojenik metot kullanilarak TBI modeli olusturulmustur. Kapsaisin
(CAP) antioksidan, antikarsinojen, anti-inflamasyon ve analjezik etkilere sahip ¢ok
yonlii bir alkoloiddir. Bu kapsamda deney grubuna 10 mg\kg kapsaisin ve kontrol
grubuna %5 etanol (EtOH) intraperitonel enjeksiyonu yapilmistir. Gruplar arasindaki
hasar alanlari, 6dem hacimleri, inflamatuar ve néroprotektif proteinlerin seviyeleri
karsilastirilmistir. Boylece kapsaisinin TBl‘da inflamasyon ve beyin édemini nasil
etkiledigi, inflamasyon belirtecleri aracilifiyla incelenmistir. Calisma sonucunda,
inflamatuar protein ifadelerinin kontrol grubunda ve noroprotektif proteinlerin
ifadesinin ise kapsaisin grubunda daha fazla oldugu saptanmistir. Hasar alaninin
kapsasisin grubunda daha kiiclik oldugu goriilmiistiir. Kapsaisinin beyin 6demi i¢in
anlamli bir fark olusturmadig1 gézlenmistir. Beyin 6demi ve inflamasyon arasindaki
iliskinin nasil oldugu tam olarak bilinmemektedir. Protein analizleri, kapsaisinin
noroprotektif ve antiinflamatuar etkileri oldugunu gostermistir. Kapsaisin ve beyin
O0demi iliskisini bu tez c¢alismast disinda detayli inceleyen bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin kapsaisin ve beyin 6demi iliskisinin anlagilmasinda

yol gosterici olmasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Beyin 6demi, inflamasyon, kapsaisin, , noroprotektif, TBI



2. ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF CAPSAICIN AFTER TRAUMATIC
BRAIN INJURY IN MICE

TBI is damage that is a consequence of penetrating or blunt forces. It can be the
reason for primary injuries such as hemorrhage, cortical contusion, and hematoma.
Secondary injury is the cellular process that results from primary injury. Edema and
inflammation occur during the secondary injury. Edema has two types including
vascular and cerebral. Cerebral edema is the influx of water into the cell result of
ATP-dependent Na"\K* pumps which lost function. Vascular edema is the leak of
vasculature content to the brain parenchyma. Inflammation can increase the blood-
brain barrier permeability and cause edema formation. Edema volume reduction is
known to improve cognitive and motor functions. For this reason, it is crucial to
determine the relevant pathological phase after TBI and apply the correct treatment.
In this thesis, the TBI model was created using the cryogenic method. Capsaicin is a
versatile alkaloid with antioxidant, anticarcinogen, anti-inflammatory, and analgesic
effects. In this context, 10 mg/kg of capsaicin was injected into the experimental
group and 5% EtOH was injected into the control group. Damage areas, edema
volumes, and levels of inflammatory and neuroprotective proteins were compared
between the groups. Thus, how capsaicin affects inflammation and brain edema in
TBI was investigated through inflammation markers. As a result of the study, it was
determined that the expression of inflammatory proteins was higher in the control
group and the expression of neuroprotective proteins was higher in the capsaicin
group. It was observed that the damaged area was smaller in the capsaicin group and
capsaicin did not make a significant difference in cerebral edema. The exact
relationship between brain edema and inflammation is not known. Protein analyzes
have shown that capsaicin has neuroprotective and anti-inflammatory effects. Apart
from this thesis study, no study has been found that examines the relationship
between capsaicin and brain edema in detail. This study is expected to guide the

understanding of the relationship between capsaicin and brain edema.

Key Words: Brainedema, capsaicin, inflammation, neuroprotective, TBI



3.GIRIS VE AMAC

Kriyojenik beyin hasari, lokal beyin lezyonlarina neden olur. Dura mater
tizerinden hasar verilmek istenen ilgili lokasyona aseton ve kuru buzla doldurulmus
bakir prob temas ettirilir. Bir diger yontem ise kafatasina sivi nitrojenle sogutulmus
bakir prob uygulamasidir. Uygulama siiresinin uzunluguna gore cesitli hasar
dereceleri elde edilebilir (1,2). Lokal hasar sonucu, BBB gecirgenligi bozulur.
Birincil lezyonun cevresi, sitotoksik ve vaskiiler 6dem, noronal hiicre 6limii gibi
ikincil hasar faktorleri etkisiyle lezyon alanmin biiyiidiigii penumbral bolge ile
cevrilidir. Ikincil hasar aym1 zamanda astrosit aktivasyonu ve inflamasyona neden
olur. Bu model norodejenerasyonu geciktirmesi ve epileptik semptomlara neden
olmasi sebebiyle epilepsi modellemesinde de kullanilir (3,4). Esas olarak kriyojenik
beyin hasar1 modeli, TBI-BBB gecirgenligi ve vazojenik beyin ddemi incelenmesi
icin uygundur. Fakat bu modelde, insanda kafa hasari sonucu meydana gelen
kontrakap (countrecoup) ve diffiiz aksonal hasar etkileri olusmamaktadir. Bu
modelin avantajlari; kriyojenik yaralanma sonucu olusan lezyonlarin sinirli olmasi,
ikincil hasarin boyut, patofizyolojik siirecleri ve lokasyonunun tekrar edilebilir
olmasidir. Kortikal lezyonun yiiksek orandaki tekrarlanabilirligi fokal beyin hasari
sonras1 farmakolojik tedavilerin veya gen nakavtlarmin ikincil lezyon gelisimi

tizerindeki etkisini gozlemlemek i¢in 6nemlidir (5).

Motor kazalari, ¢arpmalar, diismeler gibi kraniyal olmayan yaralanmalar es
zamanli tedaviler gerektirir. Yaralanma sonrasi omurilik ve damarlarin zarar
goérmemesi i¢in immobilizasyon saglanmalidir. Hastanede Glasgow Koma Skoru
(GCS) ve pupil reaksiyonu, kan basinci, nabiz ve sicaklik kontrolleri yapilir. Bu
unsurlardaki herhangi bir degisim ikincil hasar gelisini etkileyebilecegi icin ¢ok
onemlidir. Ozellikle GCS, hasarin siddetinin ve tedavi yonteminin belirlenmesi igin
cok onemlidir. Bu siiregte yeterli pulmoner gaz degisimi ve beyin perfiizyonunun
saglanmasi da onem teskil etmektedir. Hipoksi, hiperkapni, hipotansiyon ve artan
kafaici basimnct  (ICP) seviyesine yapilan erken miidaheleler, ikincil
komplikasyonlarin olusumunu engeller. Hipertermi, hiponatremi, hiperglisemi ve

stvi dengesizligi de bu siiregte kontrol edilmesi gereken unsurlar arasindadir (6,7).



TBI tedavisi i¢in son 30 yildir farmakolojik ajanlar ve diger stratejileri de
iceren birgok klinik deneme yapilmaktadir. Fakat basar1 oranlar1 oldukca sinirhidir.
Giliniimiizde kirktan fazla noroprotektif ajanmin, TBI sonrasi morfolojik ve
fonksiyonel iyilesmeyi sagladig1 calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar faz 2 ve faz 3
denemelerinde basarisiz olmuslardir. Akut evrede sinir koruma ve onarimini
gelistirme calismalarinda ndroprotektif ajanlar ¢ok az klinik fayda gosterdigi igin,
biiyiikk ilag sirketleri operasyonlarini sonlandirmislardir. Farmasotik — endiistri
raporunda, klinik arastirmanin ¢esitli alanlarinda yer alan sadece 8 ilag oldugunu ve
bunlardan yalnizca bir tanesinin faz 3 asamasinda oldugunu sunulmustur. Heterojen
ve karmasik bir sistemik bozukluk olan TBI i¢in basarili bir farmasétik ajanin belirli
bir mekanizmay1 veya sinyal yolunu hedeflemesi gerektigi varsayimi pek dogru
degildir. Bu durum, biiyiik klinik denemelerin basarisiz olmasinin nedenlerini
saptamay1 da zorlastirmaktadir. TBI’nin sadece bir yoniinii hedef alan molekiillerin
klinik basar1 gosterememesi normaldir. Bu sebeple, ikincil hasar siire¢lerini hedef
alan reseptdr veya ila¢ kombinasyonlarinin daha yararli olacagi diisliniilmektedir

(8,9).

TBI modellemesinde asil sorun, klinik kafa hasarinin laboratuar sartlarinda tam
olarak taklit edilememesidir. Bir diger sorun ise calismalarin rodentler {izerinde
yiiriitiilmesidir. insan beyni ve rodent beyni bir ¢ok farkliliklar gdsterir: Beyaz-gri
madde oranlari, beyin boyutu, lizensefali. Daha yiiksek tiirlerle yapilan galigmalar
¢ok azdir (10,11). Deneysel TBI galismalarinda, farmokolojik ajanlar hasar oncesi
veya hemen sonrasinda kullanilmaktadir. Klinikte ise hastalar, TBI’dan saatler sonra
bakim {initesine ulasir. Bircok calismada farmokoterapiler klinikteki kullanimlari
kisitli olan oral, intraperitonel veya intraserebroventrikiiler yollarla uygulanmaktadir.
Ayrica calismalarda klinikteki diisiik dozlu siirekli inflizyonun aksine yiiksek dozda
tek bir uygulama yapilmaktadir. Bu farkliliklar, deneysel bulgularin klinikteki

uygulamalari ve basari oranlarini olumsuz etkilemektedir (10,12,13).

Gegici reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1), agirlikli olarak duyusal
noronlarda eksprese edilen ve secici olmayan bir katyon kanalidir. TRPV1,
kapsaisin, resiniferatoksin,endojen lipid anandamid ve diger endojen kapsaisin

benzeri maddeler gibi ¢esitli kimyasal ligandlar, agr1 yapici ajanlar, protonlar ve 1s1



tarafindan aktive edilebilir (14). TRPV1’in ilk kez klonlanmasindan sonra, dorsal
kok gangliyonlarda diger TRP tiirleri olan TRPV2, TRPV3, TRPV4, gecici reseptor
potansiyel katyon kanali alt ailesi A1 (TRPAL) ve gegici reseptor potansiyel katyon
kanali alt ailesi M tiyesi 8 (TRPM8) tanimlanmistir. TRPV1 inflamatik durumlarda
hem koruyucu hem de pronosiseptif 6zelliklere sahiptir.Iltihaplanma sirasinda aktive
olur ve regiilasyonu arttirilir (15). Vanilloid agonistleri TRPV 1'e baglanarak kanalin
aktive olmasini saglar.Agirlikli olarak Ca*®’dan olusan katyon akisi meydana gelir ve
depolarizasyon gergeklesir. Membran depolarizasyonu esik seviyeyi astiginda
aksiyon potansiyeli olusturulur. Duyusal sinir uglarindan proinflamatuar néropeptit
salinimi gerceklesir ve inflamasyon baslatilir .Bu durum agr1 veya kasinti hissiyatina
neden olur. Devaminda reseptorlerin gesitli uyaranlara yanitsiz kaldigi bir refrakter
donem bagslatilir. Reseptor aktivitesi hizla diiser ve vanilloide duyarli néronlarda
hissizlesme meydana gelir. Bu hissizlesme, agonist dozuna ve uygulama

lokasyonuna bagli olarak kalic1 olabilir (16).

Vanilloid reseptérleri, aksoplazmik tasimayr inhibe etmeleri, Ca™ akisi
sebebiyle proteazlarin aktivasyona neden olmalari ve apoptotik etkileri sebebiyle
norotoksik etkiye sahiptirler (16-18). Kapsaisin norotoksisiteye neden oldugu igin
dozaj belirlenmesi son derece dnemlidir. Yiiksek doz kapsaisin uygulamasinin dorsal

kok gangliyonlar1 yok ettigi in vivo ve in vitro ¢alismalarla kanitlanmigtir (19).

Bu ¢alismada, kapsaisinin beyin 6demi ve inflamatuar-néroprotektif proteinler
tizerindeki etkisinin saptanmasi amaglanmistir. Bu ¢alismanin beyin 6demi ve
kapsaisin iligkisinin molekiiler detaylarmin aydinlatilmasinda yol gosterici olacagi

diistiniilmektedir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.TBI

Kafa hasar1 ve TBI siklikla karistirilan kavramlardir. Kafa hasar terimi, yliiz,
kafa derisi ve kalvaryumda meydana gelen siyrik, kirik, kontiizyon veya
laserasyonlar1 kapsayan, spesifik olmayan ve TBI’yla ilisigi olmas1 zorunlu olmayan
hasarlar1 kapsar. TBI ise kafaya gelen penetran veya kiint bir kuvvetin sebep oldugu
ve ¢ogunlukla kafa karigikligi, biling diizeyinde degisiklik, koma veya ndbetlerin
gozlendigi ve beyin fonksiyonunda degismelere sebep olan duyusal veya motor
norolojik rahatsizliktir. Hafif travmatik beyin hasarlarinda ise dikkat ¢ekmeyen

davranigsal ve noropsikolojik degisimler bu durumun tek semptomu olabilirler (20).

TBI insidansi, gelismis iilkelerde risk altindaki populasyonda her 100.000
kiside 200°diir. Erken ¢ocukluk, ge¢ ergenlik\erken yetiskinlik ve yashlik
donemlerinde yaygindir. Yas artisiyla TBI insidans1 arasinda pozitif korelasyon
vardir. Bu yiiksek insidans, motor kazalari; diisme, biling ve biligsel bozukluklar,
motor ve duyusal islevlerdeki bozukluklarla iligkilendirilir. Bu sebeple 85 yas istii
bireyler en yiiksek insidansa sahip olan yas gruplaridir. Ayrica TBI insidansi
cinsiyete gore farklilik gosterir ve erkeklerde daha yaygin olarak goriiliir.
Erkek\kadin arasindaki insidans oraninin en fazla oldugu donem ergenlik ve geng
erigkinlik donemleridir. Epidemiyolojik c¢alismalarda TBI'nin 1rksal insidansi
incelendiginde bu durumun 1rkla bir fark olusturmadig1 ve daha ¢ok sosyoekonomik
diizeye gore fark gosterdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda yukaridaki duruma bagl
olarak genclik doneminde siyah erkeklerde siyahi olmayan erkeklere gore daha

yaygin insidansa sahip oldugu gésterilmistir (4,9,20,21).

TBI siddeti, uzun yillardan beri kullanilan ve gliniimiizde de gegerli olan GCS
kullanilarak siniflandirilir. GCS hastanin ¢esitli uyaranlara pupil reaksiyonu, sézel ve
motor fonksiyon tepkilerine dayanmaktadir. Cogu zaman, 13 ila 15 puan hafif, 9 ila
12 puan orta ve <9 ciddi TBI olarak kabul edilir. Bununla birlikte, yaralanmadan
sonra gegen siire, hemodinamik parametreler ve sarhos edici maddeler genellikle
GCS puanlamasinda karigikliga neden olur. TBI siddeti yiizdeleri %80 oraninda
hafif, %10 oraninda orta ve %10 oraninda siddetlidir. TBI, travmatik 6liimlerin

yaklasik tigte biri ila yaris1 kadarim1 olusturmaktadir. Tiim TBI 6liimlerinin yaklasik



yarist olay yerinde, ambulansta nakil sirasinda veya hastaneye kabul edilmeden 6nce

tedavinin acil tibbi asamasinda meydana gelir (20).

4.2.TBI Etkileri

TBI, hasarin artan siddetine  gore  hafif-orta-siddetli  seklinde

siiflandirilabilecegi gibi hasarin tiiriine gore birincil veya ikincil beyin hasari olarak
da siniflandirilabilir (9).

4.2.1.Birincil beyin asari
4.2.1.1.Fokal hasar

4.2.1.1.1.Kafatast Kirig

Kafatas1 kirig1, hasarin ciddiyetini gosterir. Kafatasi tabanindaki kiriklar, sinir,
arter ve diger yapilara zarar verirse onemli problemlere neden olur. Siniislere uzanan
bir kirik, beyin omurilik sivisinin (CSF) kulaklar ve burundan sizmasina neden

olabilir. Kiriklar beyne saplanabilir ve operasyon gerektirebilir (22).

4.2.1.1.2.Kortikal kontiizyon

TBI iligkili kontlizyonlar genelde diizensiz kemik ¢ikintilarinin bulundugu ve
beyin ile kafatasinin i¢ kisminin direkt temas ettigi anatomik lokasyonlarda olusur.
Bu cikintilar kafatasi tabaninda yaygindir ve frontal loblarin alt kisminda, frontal
kutupta ve temporal loblarin inferolateral bélgesinde bu tiir kontiizyonlara rastlanir

.Bu hasarlar tam darbe bdlgesinin altinda veya tam kars1 lokasyonunda yer alabilir

(23).

4.2.1.1.3.Intraparankimal hemoraji

TBI iliskili kanamalar, vaskiiler hasar sebebiyle meydana gelir. Etkilenen
damara ve kanin sizma hizina baglh olarak, kan beyinde bir alan kaplar. Boylece ICP

artar, fitiklasma goriilebilir (23).

4.2.1.1.4.Subdural hematoma

Kanin, dura mater ve araknoid mater arasinda birikimine subdural hematoma

denir. Bu alanda olusan hacim, ICP’yi arttirir ve biling kaybina neden olabilir (23).


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/intraparankimal%20hemoraji

4.2.1.1.5.Epidural hematoma
Kanin, kafatasi ve dura mater arasinda birikmesi sebebiyle olusur. Etkileri

subdural hematoma ile aynidir (23).

4.2.1.2.Diffiiz hasar
4.2.1.2.1.Diffiiz vaskuler hasar

Genellikle o6limle sonuglanan ciddi TBI hasarlarinda goriiliir.  Kilcal
yirtilmalarin neden oldugu mikro hemorajilerdir. Mevcut goriintiilleme yontemlerinin

hassasiyetleri, bu tiir ufak kanamalar1 saptamaya yetmedigi igin tehlikelidir (9).

4.2.1.2.2.Diffiiz aksonal hasar
Noral doku elastiktir ve normal kafa hareketlerinde dahi hasara ugrayabilir Ani
hizlanma\yavaslama, dokunun elastikiyet kapasitesini asabilir ve beyaz cevherde

aksonal hasarlara neden olabilir (24).

4.2.2.1kincil beyin hasar
4.2.2.1.Serebral gdem
4.2.2.1.1.Sitotoksik édem

Serebral 6dem, vazojenik 6dem ve sitotoksik 6dem olmak iizere iki ana sinifa
ayrilir. Sitotoksik 6dem, ozmotik degisimlere yanit olarak hiicre i¢ine su girisiyle
karakterizedir. Serebral iskemi, anoksik-iskemik ensefalopati ve siddetli TBI
sebebiyle goriilen enerji yetersizligi ATP'ye bagimli Na'/K"* pompalarinin islevlerini
yerine getirememesine neden olur. Bu durum, hiicre i¢i iyonik igerik
konsantrasyonunda ve hiicre osmolaritesinde artigla sonuglanir. Bunu izleyen siiregte
hiicre i¢ine su girisi gerceklesir. Kafatasinda hélihazirda bulunan su, bdylece bir
gradyan alta kaydirilmig olur. Sitotoksik ddem kendi basma beyin su igerigi
konsantrasyonunu degistiremediginden, beyinde sisme ve ICP artisina neden olmaz.
Sadece hiicre i¢i metabolit konsantrasyonunu degistirdigi i¢in hiicre fonksiyonelligini

olumsuz yonde etkiler (25).

4.2.2.1.2.Vazojenik ¢dem
Vazojenik ddem, vaskiiler icerigin beyin parankimine sizmasi sonucu olusan
ozmotik gradiyent nedeniyle suyun vaskiilatiirden hiicre dis1 bosluga gecisi ile

meydana gelir. Vaskiiler 6dem, TBI, beyin tiimérleri, enfeksiyon, intraserebral



kanama ve inflamasyon durumlarinda gozlenen agik BBB’nin sonucudur. Beyin su
iceriginde degisiklige neden olmasi sebebiyle, beyin dokusunda sisme ve ICP

artisina neden olur (25).

4.2.2.1.3.TBl-6dem iliskisi

Vazojenik 6dem, TBI’dan sonraki ilk birka¢ saat iginde gelisir ve manyetik
rezonans (MR) ile 6lgiilebilen artan su difiizyon mesafesi yontemiyle tespit edilebilir.
Sitotoksik 6dem ise daha yavas gelisimlidir ve bu siire hasar sonrasi birka¢ giinden
iki haftaya kadar uzayabilir (26). Yapilan BBB gegirgenlik 6l¢iimlerince, TBI sonrasi
birkag saat iginde BBB’nin biiyiik plazma proteinlerine agildigi ve sonrasinda hemen
kapanmadigi, kapanisinin kademeli olarak gerceklestigi kanitlanmistir. TBI sonrasi
yedi gline kadar BBB, kiigiik vaskiiler igeriklere gegirgendir. BBB, TBI sonras1 4-6
saatten 7 giine kadar maksimum seviyede gecirgenlige sahiptir. Bu durumun hasar
sonras1 endotelyel hiicrelerin iskeletinde meydana gelen bozulmalardan kaynakli

oldugu diisiiniilse de tam olarak agiklanamamaktadir (27).

/- Primary Brain Injury \
Activation of biomolecular Cerebral vessel damage
mediators of injury ~‘\\. /'F—' Opening of BBB

MNeuronal membrane
damage

Increased interstitial
fluid and tissue pressure

cBV
Cytotoxic Edema—”/ ‘ k

Secondary Brain Injury:
ischemia, brain dysfunction

Vasogenic Edema

Sekil.4.1.TBI sonrasi beyin 6demi gelisim fizyolojisi (28)

Yapilan ¢aligsmalarca beyin su igeriginin ve ICP’ in TBI’dan 2-3 giin sonra en

yiiksek seviyeye ulastigr kanitlanmistir. Matematiksel olarak bu zaman araliginda



maksimum yogunluga ulagmasi i¢in ikinci bir BBB agilmas1 6nerilse de hasar sonrasi
6. gline kadar olan kiigiik vaskiiler icerige olan gegirgenlik yukaridaki teoriyi kanitlar
niteliktedir. Bu nedenle, BBB’nin ilk gegici agilmasinin, sitotoksik 6dem gelismesine
neden olan kisa bir saf vazojenik 6dem donemi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir
(29).

Sitotoksik Odem, hiicresel hasarin ilerleyen etkileriyle meydana gelir ve
etkilenen hiicre sayisia gore ciddi seviyede ve kalic1 olabilir. Iyonlar ve suyun hiicre
disindan hiicre i¢ine girisi, vaskiiler sistemden daha fazla su ve iyonun hiicre igine
girisine olanak saglar. Bu durum BBB’nin kiigiik molekiillere gegirgen olmasini
kolaylastirir. Sonucunda islevsiz ve sitotoksik olan hiicre sayisi artar.Saf vazojenik

faz yerini sitotoksik\vazojenik faza birakir (30).
4.2.2.1.4.Beyin édemi mediyatirleri

Akuaporinler

Akuaporinler (AQP), memeli hiicre zarlarinda porlar olusturan integral
proteinlerdir.  Memelilerde 13  ¢esit  akuaporin  ekspresyonu  oldugu
bilinmektedir. AQP1, AQP4 ve AQP9 beyinde yiiksek diizeyde eksprese edilir. Diger
AQPler ise beyinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (31).

AQP4 agirlikli olarak astrositik ug¢ ayaklarinda, ventrikiil ara yiizeylerinde ve
intraserebral damarlarin proksimal bdlgelerinde ifade edilir. AQP9 da AQP4 ile
birlikte astrositik u¢ ayaklarinda ifade edilir. AQP1 ise koroid pleksus epiteli ve
ganglion duyu ndronlarinda bulunmaktadir. Yapilan deneysel ve klinik beyin hasari
caligmalarinda AQP4 ekspresyonunun degistigi ve akuaporin kanallarinda goriilen
genetik varyasyonlarin 6dem seviyesini etkiledigi saptanmustir (32,33). Ilerleyen
calismalarda aynt durumun AQP1 ve AQP9 icin de gegerli oldugu rapor edilmistir
(34,35).

TBI’dan sonra goriilen AQP ekspresyonlarindaki artisin, 6dem olusumuna
sebep oldugu diisiniilmektedir. Bu nedenle AQPlerin terdpatik inhibisyonalarinin,
0dem olusumunun kontrol altina alinmasinda 6nemli oldugu varsayilmaktadir. AQP4

aktivatorleri O6demin vazojenik bileseninin  temizlenmesini  kolaylastirma
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potansiyeline sahipken, AQP4 inhibitorleri ise beynin sitotoksik 6demden

korunmasinda 6nemli potansiyele sahiptir (36).

Matriks metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP), BBB’deki siki baglanti proteinleri ve
norovaskiiler bazal lamina olmak {izere bir¢ok hiicre dis1 matriksi pargalama
yetenegine sahiptir. Cesitli fizyolojik siiregleri takiben dokunun yeniden
sekillenmesinde gorev alan ¢inko bagimli enteropeptidazlardir (37,38).

TBI, fel¢ gibi norodejenerasyona bagl sinaptik kayip ve BBB bozulmasinin
gerceklestigi siireglerde, MMPlerin aktivasyon ve ekspresyonlarinda degisiklikler
oldugu saptanmistir. TBI’”da MMP2, MMP3 ve MMP9’un ekspresyonlar1 artar ve
BBB biitiinliigiinde bozulma meydana gelir. Devaminda vazojenik 6dem ve hiicre
olimi gerceklesir (39). MMP9 geninden yoksun farelerle yapilan TBI
calismalarinda, beyin 6demi ve BBB bozulmalarindaki artisin azaldigi ve inflamatuar
yanitin azaldigi saptanmistir (40). Hayvan modeli ¢alismalarinda, minosiklin ve doku
inhibitor metalloproteinaz 1 (TIMP-1) gibi MMP inhibitorlerinin beyin 6demi ve

hiicre 6liimiinii bloke ettigi gosterilmistir (41).

Vazoaktif ajanlar

Vazoaktif ajanlar, BBB gegcirgenligini ve dolayisiyla serebral o6demi
arttirabilirler (42). Kinin ailesine ait olan bradikininler, TBI sonrasi 6dem geligimiyle
yakindan iliskilidir. Bradikinin, B1 ve B2 olmak iizere iki reseptdre sahiptir.
Kininojenin, bu reseptorler ve kallikrein araciligiyla par¢alanmasindan bradikininler
olusur (43). Farelerde yapilan galismalarda, TBI sonrasi ikinci saatte bradikinin
maksimum seviyeye ulastigi ve ilk 24 saatte Bl ve B2 reseptorlerinin
regiilasyonlarinin arttig1 bildirilmigtir. TBI sonrasi her iki reseptdrde de artig
gozlenilmesine ragmen yalnizca B2 reseptoriiniin nakavt edildigi farelerde, 6dem
miktarmin 6nemli oranda azaldigi gozlenmistir (44). Sicanlara fokal kontiizyon
modeli uygulanarak yapilan bir ¢alismada, B2 reseptor antagonisti kullaniminin ICP

ve kontiizyon hacmini diistirdiigii gosterilmistir (45).

Kinin ailesine ait olan mediyatdrlerden bir digeri ndrojenik inflamasyonda rol

oynayan tagikininlerdir (46). Norojenik inflamasyon, vazodilasyon,plazma
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ekstravagasyonu ve norojenik hipersensitiviteyi kapsayan ¢ok yonlii bir siirectir.
Vazodilatasyonda, kalsitonin geni iligkili peptit (CGRP) gorev alir. P maddesi (SP)

ise plazma ekstravagasyonunu arttirir (47).

Insanda yapilan TBI ¢alismalarinda, TBI sonrast SP immiinoreaktivasyonu
gbzlenmistir. TBI sonrasi bir hafta i¢cinde 6liim gerceklesmis postmortem beyinlerde
yapilan incelemelerde, kortikal mikrovaskiilatiirde SP’nin immiinoreaktivitesinin

artmis oldugu rapor edilmistir (48).

4.2.2.2.Inflamasyon

Mekanik etki sonucu gelisen hiicre hasari deoksiriboniikleik asit (DNA),
riboniikleik asit (RNA), 1s1 soku proteinleri ve yiiksek mobilite grubu protein 1
(HMGB1) gibi endojen faktorlerin salinmasina neden olur. Bu molekiiller, toll
benzeri reseptorlere (TLR) baglanarak, niikleer faktér kappa b (NFxB) ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolagin1 aktive ederler (49). Buna bagl olarak
sitokinler, kemokinler ve immiin reseptorler gibi proinflamatuar faktorler salgilanir.
TLRler, astrosit, mikroglia ve serebral endotel hiicreler olmak iizere merkezi sinir
sistemine yardimeci hiicrelerde eksperese edilir. Hasarli ndronal dokudan salinan
kemokinler araciligiyla immiin hiicreleri bu alana dogru yonelirler. Yaralanmaya
karst olusturulan yanit, hasarin diffiiz ya da fokal olmasina gore degisim gosterir.
Fokal hasar, mikroglia, astrosit, lenfosit ve makrofajlarin hasarli bolgeye gogleri
sonucu notrofillerin erken donem infiltrasyonu ile karakterizedir. Diffiiz hasarda ise
notrofil infiltrasyonu goriilmez, beyaz cevherde mikroglial birikim ve astrositoz ile

karakterizedir (50,51).

Mikroglialar, M1 ve M2 olmak {izere iki alt populasyona sahiptir. M1
mikroglialar, proinflamatuar sitokinler ve oksidatif metabolitlerin salinimini
yaparken, M2 mikroglialar, inflamatuar yaniti bastirmada ve doku yeniden
sekillendirilmesinde gorevlidir (52-54). TBI’nin ilk haftasinda M2 aktivasyonu daha
cok goriilse de ilerleyen zamanda yerini artmig M1 aktivasyonuna birakir. Yash
farelerle yapilan bir ¢alismada, M2 mikroglilarin hasarli oldugu fare beyinlerinde
lezyon boyutlarinin arttigi gosterilmistir (55,56). M1 aktivasyonu, metalloproteinaz

ve siki baglantilarda modifikasyonlara neden olabilir ve bu durum BBB
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gecirgenliginin artmasiyla sonuglanabilir. Devam eden M1 aktivasyonu, iyilesmeyi

geciktirir ve doku hasarinin yillarca siirmesine neden olabilir (52).

4.2.2.2.1.Nérojenik inflamasyon

Zararli uyaranlara maruz kalan miyelinsiz duyu ndronlart SP, ndrokinin A
(NKA), norokinin B (NKB) ve CGRP gibi noropeptitleri es zamanl olarak salgilar.
Bu salinimlar norojenik inflamasyonu baslatir (57). CGRP vazodilatasyon, SP ise
plazma ekstravazasyonu indiiklemekten sorumludur. SP merkezi, periferik ve enterik
sinir sistemleri boyunca yaygin olarak dagilmistir. Merkezi sinir sisteminde (CNS),
omuriligin dorsal kok ganglion noronlarinda, hipokampus, korteks, bazal
ganglionlar, hipotalamus, amigdala ve kaudat g¢ekirdek dahil olmak tizere beynin
birgok bolgesinde bulunur. Gri cevherde beyaz cevhere gore daha fazla bulunur
(58,59).

Kapsaisin ile yapilan ve ilgili noéropeptitlerin deplesyonunu baz alan bir
calisgmada, BBB gecirgenliginin ve 6dem olusumunun azaldigi gozlenmistir (60).
TRPV1 ve TRPAL, TRP reseptor ailesine aittirler ve tetramer yapi olusturarak
katyon gecirgen ozellikte porlar olustururlar. TBI’y1 takiben salinan SPler sayesinde
aktive olarak, Na* ve Ca'™ basta olmak iizere katyonlarin ve néropeptitlerin
saliimini indiiklerler. TRPV1 ve TRPAI, c¢ok ¢esitli uyaranlarla aktive edilebilen
polimodal reseptorlerdir. TRPV1, kapsaisin, 1s1, protonlar, bradikinin, prostaglandin
ve arasidonik asit gibi metabolitlerle, TRPAL ise vasabi ve tar¢cin ekzojen zararh

metabolitler, okside lipit, proton ve soguk (<17 C) uyarilir (61).

BBB klaudin, oklidin, zona okludens ve baglantisal adezyon molekiillerinin
olusturdugu siki baglantilara sahip endotel hiicrelerden olusur.Astrosit u¢ ayaklari,
sik1 baglantilar1 fiziksel destek olusturur ve baglantilar1 giiglendirir. Serebral endotel
hiicreleri, temel molekiillerin ¢ift yonli transseliiler gegisini ve potansiyel olarak
norotoksik maddelerin, atik iirlinlerin disar1 akisini saglayan siki bir sekilde kontrol
edilen mekanizmalara sahiptir (62). Daha kii¢iik molekiiller, tasiyici aracili veya iyon
pompalari yoluyla tasinirken, pozitif yiikli makromolekiiller spesifik olmayan bir
sekilde serebral-endo boyunca reseptdr aracili tasima (RMT) veya adsorptif aracili

tasima (AMT) olan transsitozu kullanir (63).
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TBI sonrasi transsitoz artar ve tasima Ozellikleri degisir. BBB’deki bozulma
protein ve ¢ozeltilerin serebral vaskiilatiirden hiicre dis1 bosluga ekstravagasyonuna
ve dolayisiyla ddeme yol agar. Odem, inflamatuar yamt1 siirdiiriir ve daha fazla

noronal hasar olusur (64).

Kaveolin-1, kan damarlarinin proteinlere olan gegirgenligini arttiran bir
proteindir. Siganlarla yapilan kriyojenik hasar modellerinde, kaveolin-1
ekspresyonunun arttigi, okludin ve klaudin-5 proteinlerinin ekspresyonlarinin ise

azaldig1 gozlenmistir (64).

4.3.TBI Biyomekanigi

TBI biyomekanigi tarihsel siiregte temel iki fenomen etrafinda sekillenmistir.
Bunlar lineer hizlanma ve rotasyonel kafa hareketidir. Lineer hizlanma kuvvetlerinin
yiizeysel beyin lezyonlarina yol agtigi, rotasyonel hareketlerin ise daha derin beyin
lezyonlarin1 ve sarsinti mekanizmasini agiklayabildigi diisiiniilmektedir. Lineer veya
rotasyonel kuvvetler tarafindan indiikklenen doku gerginligi, zaman-mekansal
gradyanlar yaratir. Beyin igyapisal destegi olan viskoelastik bir organ olmasi
sebebiyle bu kuvvetleri diisiik seviyede tolere edebilir. Beyin ylizeyine en yakin olan
gri madde tabakasi1 bu kuvvetlere en duyarl tabakadir ve sonucunda kontiizyon veya
kanamalar meydana gelebilir. Daha derinde yer alan serebral beyaz cevher aksonlari,
donme kuvvetleri tarafindan fizyolojik ve mekanik olarak zarar gérebilir. Bu durum
difiz aksonal yaralanma olarak adlandirilir. Orta beyin ve beyin sapindaki derin gri
madde c¢ekirdekleri ve aksonal yollar da rotasyonel kuvvetler tarafindan zarar

gorebilir.

Lineer ve rotasyonel ivme teorileri, yiizeysel serebral yapilarda yaralanma
olmadiginda daha derin kortikal yapilardaki hasar1 yeterince agiklayamayabilir. Bu
sebeple TBI’da streotaktil teorisi daha ¢ok kabul goriir. Stereotaktil teori, kafatasi-
beyin bagil hareketlerinin ve kafatasi titresimlerinin diizeninde kraniyal kubbenin
kiiresel seklini ve bunlarin ikincil basing dalgalar tiretme yeteneklerini dikkate alir.
Beyin dokusu esmerkezli diizlemlerde genellikle ayn1 yogunluga sahip oldugundan,
bu dalgalar kiiresel bir dalga cephesi olarak yayilabilir. Bu dalga cephesinin kiiresel

dogas1 ve basing gradyani yayilir ve enerjisini daha derin beyin yapilarina odaklar
(65).
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[k travmadan kaynaklanan kuvvetlerin yan1 sira, beyin 6demi ve hematomlarin
uzun siireli kompresif kuvvetleri, beyin dokularini bozarak, ICP’yi yiikselterek ve
beyin kan akisim1 (CBF) azaltarak beyin fonksiyonunu daha da bozabilir. Penetran
beyin hasari, dogrudan mermi yolunda olan beyin dokularina agik¢a zarar verir,
ancak ortaya ¢ikan patlama etkisi aynt zamanda bitisik dokularda 6nemli yapisal
hasara neden olur. Penetran yaralanmada, yaranin gidisatt ve yeri, sonugtaki en

onemli faktorlerdir (9).

4.4.Kapsaisin

Kapsinoidler, ac1 biber meyvesinin keskin aromasina sebep olan bilesikleridir.
Aci biberde en fazla miktarda bulunan kapsinoid, kapsaisindir (66). Cins adi olan
kapsikum Yunanca isirmak anlamina gelen —kapso’dan tiiremistir (67). Kapsaisin
(trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid) molekiiler formiilii C1gH2;NOj3 olan kokusuz,
renksiz, lipofilik ve kristal yapida bir alkoloiddir. Molekiil agirlig1 305,40 g/moldiir.
Alkolde, yagda ve yagda ¢oziinen bilesiklerde ¢oziinebilir (68). Kapsaisin, yapisinda
bulundurdugu ¢ift bag nedeniyle cis\trans izomerisi gosterir. Dogada bulunan tiim
kapsaisinler, trans izomerisinde bulunmaktadir. Bilinen kapsaisinodiler, biber
meyvelerinin plasentasinda, bir yag asidi sentazi tarafindan uzatilan vanililamin ve
farklr biiytikliikteki yag asidi zincirlerinin enzimatik yogunlasmasindan dogal olarak
sentezlenir. Farkli kapsaisin formlari, yan zincir (R) deki C atomu sayisi ve yag

asitlerinin doygunluguna bagli olarak olusmaktadir (69).

Kapsaisinoidler, gida ve ilag¢ endiistrisinde 6nemli yere sahiptir. Bu sebeple
bircok arastirmaci, kimyasal sentez, enzimatik sentez veya hiicre-doku kiiltiirii gibi
alternatif yontemlerle biber bitkisi yetistirme kosullarini iyilestirmeye ¢alismaktadir

(70).

4.4.1 Kapsaisin’in etki mekanizmasi

Kapsaisin daha oOnceleri vanilloid reseptérii su an ise TRPV1 olarak
adlandirilan reseptore baglanir (16). TRPV1 95 kDa molekiil agirligina sahip, alti
transmembran domain igeren ve se¢ici olmayan bir reseptordiir (14). TRPV1 beyin
dokularinda, mesanede, bdbreklerde, bagirsaklarda, epidermis Keratinositlerinde,
glial hiicrelerde, karacigerde, polimorfoniikleer graniilositlerde, mast hiicrelerinde ve

makrofajlarda bulunan genis dagilimli bir reseptordiir. Esas olarak, nosiseptif
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noronlarin kiiciikk fiberlerinde bulunan ve ligand araciligiyla calisan katyonik
kanallardir (71). Ayrica kapsaisinin neden oldugu acinin hissedilmesinden sorumlu
olan 1s1ya duyarh bir alt {initeye sahiptir. TRPV1’e baglanan kapsaisin, hiicre igi Ca*
konsantrasyonun artmasina ve CGRP gibi noropeptitlerin salinimina neden olur.
Kapsaisin ve duyu sinirleri etkilesimi, agri, inflamasyon ve lokalize bir 1s1 hissi
tiretir. Kapsaisin’in sinir sistemi lizerindeki etkisi sadece analjezik degildir. Son
zamanlarda yapilan caligmalarca CGRP, somatostatin ve endotelin saliniminda rol
oynadiklar1 gosterilmistir (72-74). Tekrar eden kapsaisin maruziyetlerinde, duyu
noronu SP tretmeyi durdurur. Bu sebeple agriya duyarlilik kaybolur. Maruziyet

bittiginde SP yeniden liretilmeye baslar ve agri hassasiyeti geri gelir (75).

4.4.2 Kapsaisin’in insandaki klinik uygulamalar:

Kapsaisin’in ~ farmakolojik ~ faydalarindan  antik  ¢aglardan  beri
yararlanilmaktadir. Giintimiizde de kilo kaybi, antioksidan, antikarsinojen,
antiartritik, anti-inflamasyon, mide koruyucu ve analjezik etkileri sebebiyle bir ¢ok
alanda kullanilir. Ayrica kapsaisin, cilt tahrisine neden olabilmesine ragmen, farkli
noropatik agr1 durumlarmin hafifletilmesini amaglayan topikal tedavilerde
kullanilmaktadir. Kapsaisin ve analoglari, post-herpetik nevralji, kas-iskelet agrisi,
diyabetik noropati, osteoartrit ve romatoid artrit gibi kronik agr1 sendromlarini tedavi

etmek i¢in topikal olarak uygulanmaktadir (76).

Anti-inflammatory Analgesic

Antioxidant Antiarthritic

Anticarcinogen Gastroprotective

Sekil.4.2.Kapsaisin’in kullanim alanlar1 (77).

4.4.3.Kapsain-odem iliskisi

Yapilan ¢aligmalarda, kapsaisinin, duyusal C liflerini aktive ettigi ve
devaminda CGRP ve SP gibi noéropeptitlerin saliniminda rol aldigi gosterilmistir
(78). Yetiskin hayvanlarla yapilan tekrarlanan kapsaisin uygulamalarinda, néropeptit

depolarmin gegici olarak tiikkendigi ve 3 haftaya kadar norojenik inflamasyonun
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inhibe oldugu gozlenmistir (79). Gegmis calismalarda merkezi sinir sisteminde

olusan ndrojenik inflamasyonun 6dem olusumunda rol oynadigi saptanmustir.

Iskemik beyinde gelisen 6demin, endotelde yer alan ndropeptit reseptdrlerin

aktivasyonuyla ilgili oldugu da ge¢mis arastirmalarda gosterilmistir. Bununla

birlikte, kapsaisinin TBI iligkili 6demdeki roliinii kapsamli olarak inceleyen bir

¢alisma bulunmamaktadir (80).
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Sekil.4.3. TRPV1 reseptor aktivasyonunun édem ve inflamasyonla iligkisi (60)
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5.MATERYAL-METOD

5.1.Deney Gruplari ve Deney Dizayni

Bu calismada yapilan tiim islemler, Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlart
Yerel Etik Kurulu onayr alinarak, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun sekilde
yiriitiilmiistiir. Deneylerde agirliklar1 20-25 g olan 8-12 haftalik geng yetiskin Balb\c
erkek fareler kullamlmuistir. Fareler 12 saat karanlik, 12 saat aydinlk
fotoperiyodunda tutulmustur. Yemek ve suya erisimleri ad libitum seklindedir.

Fareler ¢alisma i¢in iki gruba ayrildi. Ayirma islemi randomize olarak yapildi.
Deney Gruplart;

o 1.Grup: TBI sonras izotonik salin i¢ginde %5 EtOH enjeksiyonu (i.p)
o 2.Grup: TBI sonras1 10 mg\kg Kapsaisin enjeksiyonu (i.p)

30 dk . 24 saat ) Protein ve
TBI ETQH\‘CAP WP . Deneyin —« Immiinchistokimya
enjeksiyon Sonlandinimasi Analizleri
60 sn Postiravmatik ‘
Bakim
n=7EtOH
n=7 CAP

Sekil.5.1. Deney dizayni. Kriyojenik modelin 60 s uygulanmasiyla orta siddette TBI
olusturulmus, 30 dk sonrasinda gruplara tasiyic\CAP enjeksiyonu (i.p) yapilmistir.
Tam bir gilinliik posttravmatik iyilesme siiresinden sonra deney sonlandirilmistir.

Izole edilen beyinler immiinohistokimyasal ve protein analizleri yapilmistir.
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5.2. TBI

Farelerde TBI olusturmak icin kriyojenik beyin hasar1 modeli kullanilmistir.
Hayvanlar, ketamin hidrokloriir-ksilazin hidrokloriir karisimiyla anestezi etkisi altina
girdikten sonra stereotaksik alete (World Precision Instruments) sabitlenmistir.
Deney siiresince viicut sicakliklari hemotermik sistem (Harvard Apparatus) ile 36,5-
37,0 araliginda sabit tutulmustur. Dental dril kulanilarak 3 mm c¢apinda ve bregmanin
2,5 mm posteriolateralinde delik agildi. Cap1 2,5 mm olan siv1 nitrojenle sogutulmus
bakir prob, bu agikliga indirilerek 60 s bekletilmistir. Daha sonra prob, kafatasindan

uzaklastirilmis ve kafa derisine dikis atilmistir.

Bregma

Lambda

. 25mm
-— Hasar Alani
Z25mm

Sekil.5.3.Hasar konumu. Bregmanin 2,5 mm posteriolaterali olarak belirlenmistir.

5.3.intraperitonel Enjeksiyonlar

TBI uygulamasindan 30 dk sonra, kontrol grubuna izotonik salin iginde
¢cozilmiis %5°lik EtOH ve deney grubuna da 10 mg\kg kapsaisin intraperitonel
intraperitonel enjeksiyonu yapilmistir. Tasiyic1 ve etken madde her iki gruba da esit
ve 100 yl olarak verilmistir. Hayvanlar, travma sonrasi iyilesmeleri igin 24 saat
boyunca kafeslerinde bekletilmistir. Bu sirada beslenme-su ad libitum ve

fotoperiyodlar1 12 saat 1s1k 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmustir.
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5.4.Deneyin Sonlandirilmasi
24 saatlik dinlenme siiresi sonrasi, fareler %4’liik izofloran (%30 O,, geri kalan

N.0) ile anesteziye alinmis ve servikal dislokasyon yoluyla 6tenazi edilmistir.

5.5.Beyin Kesitlerinin Alinmasi

Otenazi sonras1 vakit kaybetmeden beyinler ¢ikarilmis ve kuru buz iizerinde
dondurulmustur. Kriyostat cihazinda (CM1950, Leica, Almanya), i¢ sicakliklik
22C’de sabit tutularak immiinolojik boyama ve protein analizleri i¢in striatum ve

hipokampiis bolgelerinden 18 ym’lik kesitler alinmistir.

5.6.Cresyl Violet(Nissl) Boyamasi ve Odem Analizi

Soliisyon A, 1.63 g sodyum asetatin(Sigma, 32319) 60 ml dH,O igerisinde
¢ozdiirilmesiyle hazirlanmistir. Soliisyon B, 2,9 ml asetik asitin(Merck, 10063)
237,1 ml dH,O ig¢inde ¢oOzdiiriilmesiyle hazirlanmistir. Soliisyon B’nin tamami
sollisyon A’ya eklenmistir. Sonrasinda karistirilmis ve pH'" 3,8 olarak ayarlanmistir.
Karisim {izerine 1,5 g cresyl violet asetat eklenmistir. Manyetik karistiricida 151k
gormeyecek sekilde bir gece inkiibe edilmistir. Kullanim 6ncesi siiziilmiistiir ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

-80 C’de bulunan beyin kesitleri, oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
Sonrasinda %4’liikk paraformaldehit (PFA, 158127, Sigma-Aldrich, ABD) bulunan
salede, tizerileri 151kla temaslarin1 6nlemek iizere aliiminyum folyo ile ortiilii sekilde
7 dk bekletilerek fikse olmalar1 saglanmistir. Ardindan i¢inde dH,O bulunan saleye
bir kere daldirilip ¢ikartilmigtir. Bunu takiben, ¢alkalayici1 (Unimax 1010; Heidolph,
Almanya) iizerinde her biri beser dk olmak iizere 3 kere fosfat tamponlu salin (PBS;
0,1 M, pH 7,4) yikamasi yapilmistir. Sonrasinda yine bir kez dH,O bulunan saleye
daldinlip ¢ikarilmistir. Ornekler, icinde cresyl bulunan salede iizerileri aliiminyum
folyo ile ortlilerek 1sikla temas etmeleri engellenmis bicimde 2 dk bekletilmistir.
Ardindan sale, calkalayict lizerine alinmistir ve yine {iizerileri alliminyum folyo ile
ortiilii sekilde 13 dk inkiibe olmalar1 saglanmistir. Ornekler disar1 alinarak, fazla
boya hizlica siizdiiriilmiistiir. I¢lerinde temiz dH20 bulunan ii¢ saleye sirayla birer
kez daldirilip cikartilmiglar ve sonrasinda fazla suyun giderilmesi amaciyla hizlica
siizdiiriilmiistiir. Iclerinde %70, %90, %95 ve %100 olmak iizere 4 farkli etanol

(Sigma, ABD) konsantrasyonu bulunan alkol salelerine sirasiyla daldirilmis ve her
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birinde 15 s bekletilmistir. Boylece fazla koyu olan boya renginin agilarak istenen
tona getirilmesi saglanmistir. Sonrasinda ¢eker ocak iginde, ksilen (108684, Merck,
ABD) bulunan salelere daldirilip, 1. salede 3 dk, 2. salede 1 dk olmak {izere
bekletilmislerdir. Dokular kurumalarini 6nlemek amaciyla birer birer alinip, pegete
yardimiyla etraflarindaki fazla ksilen kalintilar1 temizlenmistir. Ardindan cam ¢ubuk
yardimiyla hava kabarciklar1 Onlenerek entellan (Merck Millipore, ABD)
damlatilmis ve tizerileri lamel ile kapatilmistir. Oda sicakliginda bir giin boyunca
bekletilerek drneklerin kurumasi saglanmistir. Sonrasinda kesitler tarayici yardimiyla
taratilmis ve Image J programiyla (Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii, NIH, ABD)

hasar ve 6dem hacimleri analizi yapilmistir.

5.7.Protein Izolasyonu

Her doku ornegi basina 200 yl olacak sekilde toplam liziz tamponu -fosfat
proteaz inhibitorii karisimi(1 M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5M EDTA)
hesaplanmistir. Toplam hacmin 1:100°1 kadar fosfat proteaz inhibitorii(5178, Cell
Signalling, ABD) ecklenmistir. Doku basmma 3 manyetik bilye kullanilmustir.
Homojenizatérde(BeadBug™ microtube homogenizer, Benchmark Scientific, ABD)
300 rpm’de her biri 10 s olamak iizere 3 kez homojenizasyon yapilmistir. Her
seferinde tliplerin 1sinmasini 6nlemek i¢in buza gdomiilmiistiir. Takiben buz tizerinde
25 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda 3300 rpm’de +4 C’de 15 dk santriifiij edilmistir.

Siipernatantlar (saflasmis protein fazi) alinarak yeni tiiplere konulmustur.

5.8.Protein Konsantrasyon Olciimii

Qubit soliisyon hazirlama formiiliine goére Qubit soliisyonu hazirlanmstir.
Standartlar i¢in Qubit tiiplerine, 190 yl Qubit soliisyonu ve 10 yl standart soliisyonu
eklendmistir. Protein 6rnekleri igin, Qubit tiiplerine 198 yl Qubit soliisyonu ve 2 yl
ise 1\50 oraninda seyreltilmis protein ornegi eklenmistir. Pipetaj yapilarak soliisyon

ve orneklerin homojen karigmalar1 saglanmistir.

Protein seyreltme islemi, 0,5’lik tiiplerde gerceklestirilmistir. Her bir tiipe 98 yl
otoklavlanmis ddH,0 ve 2 yl protein 6rnegi eklenmis ve tiipler vortekslenerek (541-
10000-00, Heidolph, Almanya) tiip i¢inde homojen karisim olusmasi saglanmustir.

Olgiim i¢in hazirlanan tiipler, vortekslenmis ve Kisa siireli mikrosantrifiij edilmistir.

Oda sicakliginda, iizerileri alliminyum folyo ile ortiilii halde 15 dk inkiibe edilmistir.
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Sonrasinda sirastyla ilk standartlar sonra protein Ornekleri olmak iizere Qubit 3.0
Fluorometer Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) cihaziyla
konsantrasyon Ol¢iimii  yapilmistir.  Protein  Orneklerinin  konsantrasyonlari,
baslangigta 1\50 oraninda seyreltildikleri i¢in 6l¢iim sonrasinda 50 ile garpilarak

daha sonraki deneyler i¢in protein stok konsantrasyonu belirlenmistir.

5.9.Protein Orneklerinin Yiiklenmesi

Konsantrasyonlart olgiilen protein ornekleri, her bir kuyucukta 20 yg\10yl
protein olacak sekilde hesaplanmustir. Her bir protein 6rnegi, kendi tiipiinde 5 yl
aktiflestirilmis 2X Laemmli soliisyonu (161-0737; Bio-Rad, ABD), ilgili
konsantrasyonu verecek hacimde protein ve geri kalani ddH20O olacak sekilde

hazirlanmistir.

Laemmli tamponu, 190 yl 2X Laemmli ve tizerine 10 yl beta merkapto etanol
(BME) eklenerek aktiflestirilmistir. Bos olacak kuyucuk i¢in ise 5 yl ddH,O ve 5 yl
2X Laemmli olacak sekilde tiip hazirlanmigtir. Tiipler, vortekslenmis ve 1s1 blogunda
95C’de 5 dk bekletilmistir. Sonrasinda tiipler kisa siireli mikrosantrifiij yapilarak, 1s1

etkisiyle kapakta kiimelenen 6rnek damlaciklarinin alta inmesi saglanmustir.

Elektroforez diizenegi (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell,
Bio-Rad, ABD) kurulmus ve jeller (Any kD™ Mini-PROTEAN, 456-9036, Bio-
Rad, ABD) arasina 200 ml 1X Tris\Glisin\Sodyum Dodesil Siilfat Ydiiriitme
Tamponu(TGS) tamponu eklenmistir. Tankin i¢ine ise 720 ml soguk ddH,O ve 80
ml 10X TGS tamponu eklenmistir. Kuyucuklar kendi soliisyonlarindan arindirilmasi
i¢in yiiriitme soliisyonuyla ikiser defa pipetaj yapilarak yikanmustir. i1k kuyucukta p
aktin belirteci 5 yl , her bir 6rnek ise 10 yl olacak sekilde kuyucuklara yiikleme
yapilmistir. Elektroforez , ilk 5 dk 50 V olacak sekilde yiiriitme yapilarak
proteinlerin kuyucuklara oturmasi saglanmistir. Sonrasinda 150 V’da 80 dk yiiriitme

yapilarak, proteinler agirliklarina gore ayrismalar1 saglanmigtir.

5.10.Jelden Membrana Protein Transferi

Elektroforez sonrasi jeller tanktan cikarilmis ve igerisinde ddH2O bulunan
kaba konulmustur. Mini Poliviniliden diflorit(PVDF) RTA Transfer Kiti (170-4272;
Bio-Rad,ABD) kullanilmigtir. Membranlar aktiflesmeleri i¢in EtOH iginde 2 dk
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bekletilmistir. Filtre kagitlari, 120 ml dH,O, 40 ml EtOH ve 40 ml Transfer
soliisyonu eklenerek olusturulan transfer karisiminda bekletilmistir. Transfer kasetine
ilk filtre kagid1 konulmus ve iizeri transfer solliisyonuyla muamele edilmis rulo ile
diizlenerek hava kabarciklarinin yok edilmesi saglanmistir. Sonrasinda alkolden
aliman membranlar kisa siire transfer karigiminda bekletilmis ve filtre kagitlarinin
tizerine konulmustur. Jeller dH,O’dan alinmig ve fazlalik kisimlar1 spatula
yardimiyla kesilerek uzaklastirilmistir. Sonrasinda jel, membranin iizerine konulmus
ve en 1lst ylizeye de son filtre kagidi tabakasi eklenmistir. Yizey rulo ile
diizlestirilerek kaset tamamlanmistir. Transfer soliisyonunun fazlasi, pegete
yardimiyla siizdiirilmiistiir. Kaset, Bio-Rad Transblot Turbo sistemine (1704150
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System,Bio-Rad, ABD) yiiklenmis ve proteinlerin
agirliklarina uygun segenek olan 7 dk tercih edilerek proteinlerin membrana

transferinin gergeklesmesi saglanmistir.

5.11.Antikor ile inkiibasyon

Transfer sonrasi membranlar, ilgili antikor incelemesi igin proteinlerin
agirliklarina gore jiletle kesilerek boliimlere ayrildmistir. Membranlar kisa bir siire
1X Tween 20 ve Tris tamponlu salin karigiminda (TBS-T, T1503; Sigma, ABD )
bekletilmistir. Her boliim i¢in 10 ml i¢inde 0.5 g yagsiz siit tozu (Blotto, sc-2325;
ChemCruz, ABD) ¢ozdiiriilerek bloklama soliisyonlar1 hazirlanmigtir. 1X TBS-Tler
serolojik pipetle toplanmis ve mebranlara 10 ml bloklama soliisyonu verilmistir.
Calkalayici iizerinde oda sicakliginda bir saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon
sonrast 1\1000 oraninda seyreltilmis olan primer antikorlar (interlokin 1 beta (IL1p),
niikleer faktor kappa B (NFxB), glial fibriler asidik protein (GFAP), interlokin 6
(IL6), NFE2 iliskili protein (Nrf2), biyiimeyle iliskili protein 43 (GAP43), beyin
tirevli norotrofik faktor (BDGF), noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM), hiicre i¢i
adezyon molekiilii (ICAM), (Abcam, Cambridge, UK) direkt olarak bloklama
soliisyonuna verilmis ve iyice pipetaj yapilarak homojen karisim olmasi saglanmistir.
Bir gece boyunca +4 C’de calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Ertesi sabah
karisim serolojik ile toplanmis ve membranlar, 1X TBS-T ile her biri beser dk olmak
tizere ¢alkalayici iizerinde yikanarak spesifik olmayan baglanmalarin Oniine
gecilmeye calisilmistir. Ardindan 10 ml yagsiz siit tozu ve yaban turbu peroksidaz

(HRP) konjuge tavsan antijenine karst kegide tretilmis ikincil antikor karigimi

24



(Abcam, Cambridge, UK) ile c¢alkalayici iizerinde oda sicaklifinda 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast ikincil antikorlarin bulundugu soliisyon toplanilmis ve

her biri beser dk olmak tizere 3 kere 1X TBS-T yikamasi yapilmistir.

5.12.Goriintiileme ve Degerlendirme

Membranlar, BioRad Western ECL goériintiileme soliisyonu (1705060, Biorad
Life Sciences Research, ABD) ve 1 ml 1X TBS-T karisimi ile 5 dk calkalayici
tizerinde inkiibe edilmistir. Goriintiilenecek membranlar, hava kabarcig1 olugsmasi
engellenerek iki asetat kagidi arasina alinmigtir. Chemidoc MP goriintiileme sistemi
(1708280, Biorad Life Sciences Research, ABD)ile membranlar goriintiilenmistir.
Sonrasinda membranlar, platelerin i¢inde lizerilerini kaplatacak kadar 1X TBS-T

eklenerek ve etraflar parafilmle sarilarak +4 C’de muhafaza edilmistir.

5.13.istatiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar, SPSS programinda (SPSS for Windows; SPSS Inc.,
USA) t-testi kullanilarak belirlenmistir. Tiim degerler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir. p < 0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. Kapsaisin ile Hasar Hacmi iliskisi

Hasar Hacmi
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Sekil.6.1. Hasar hacmi analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tastyicit enjeksiyonu yapilan
farelerin hasar hacimlerinin degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama + standart
sapma olarak hesaplanmistir. *p<0.05 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna gore
istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Kriyostatta striatum seviyesinden baslanmak tizere, hasar baslangici, ortasi ve
sonu olacak sekilde farkli seviyelerden 18 ym kalinliginda kesitler alinmistir. Bu
kesitlerin cresyl violet boyasi ile boyanarak, hasar hacminin belirlenmesi
saglanmistir. Boyama sonrasi kesitler oda sicakliginda bir gece inkiibe edilmislerdir.
Sonrasinda tarayict yardimiyla taratilmistir. Bu goriintiiler Image J programiyla
analiz edilmistir. Analizde hasarli bolgeler Olgiiliip ortalamalart  alinmistir

(Sekil.6.1.).
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6.2.Kapsaisin Beyin Odemi Iliskisi

Brain cedema

10.00+
9.00 -
5.00 5

7.00 + ]

5.00 -

500 =

Percent of control

4.00 =

3.00 -

2.00 4

1.00 4

0.00 T
Confrol Cap

Sekil.6.2. Odem analizi. TBI sonras1 kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan
farelerin 6dem hacimlerinin degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama + standart
sapma olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda beyin 6dem hacimleri bakimindan
istatiksel bir anlamlilia rastlanmamuistir.

Kriyostatta striatum seviyesinden baslanmak {izere, hasar baslangici, ortas1 ve
sonu olacak sekilde farkli seviyelerden 18 ym kalinliginda kesitler alinmistir. Bu
kesitlerin cresyl violet boyast ile boyanarak, 6dem hacminin belirlenmesi
saglanmistir. Kesitler taratilmis ve Image J programi yardimiyla analiz edilmistir.
Odem hacimi, ipsilateral hemisfer alanindan kontralateral hemisfer alaninin
cikarilmasiyla hesaplanmistir. Analiz sonucuna gore kapsaisin ve tasiyict uygulana
gruplar arasinda beyin O6demi acgisindan istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Sekil.6.2).
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6.3.Protein Seviyeleri Analizi

6.3.1.GAP43
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Sekil.6.3.1. GAP43 protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu
yapilan farelerin GAP43 protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak hesaplanmistir. *p<0.05 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
GAP43 seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki GAP43 seviyesinin istatitiksel olarak anlamli (*p<0.05
) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.1.).

6.3.2.GFAP

= 1507

g

S

% 100+ "

E e —

L2d

& 507

o

o

3 1] T
& &

I

Sekil.6.3.2. GFAP protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu
yapilan farelerin GFAP protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama
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+ standart sapma olarak hesaplanmistir. **p<0.01 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 géstermektedir.

TBI sonras1 intraperitonel kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu yapilan farelerin GFAP
seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki GFAP seviyesinin istatitiksel olarak anlamli (=+p<0.01)
sekilde daha yiiksek oldugu gortilmiistiir (Sekil.6.3.2.).

6.3.3.1ICAM
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Sekil.6.3.3. ICAM protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu
yapilan farelerin ICAM protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak hesaplanmigtir. **p<0.01 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 géstermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
ICAM seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki ICAM seviyesinin istatistiksel olarak anlaml
(+p<0.01) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil.6.3.3.
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6.3.4.NCAM
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Sekil.6.3.4. NCAM protein analizi. TBI sonras1 kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu
yapilan farelerin NCAM protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak hesaplanmistir. *p<0.05 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
NCAM seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki NCAM seviyesinin istatistiksel olarak anlaml
(*p<0.05 ) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil.6.3.4.).
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Sekil.6.3.5. IL1B protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu
yapilan farelerin IL1p protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuclar ortalama +
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standart sapma olarak hesaplanmistir. ***p<0.001 kontrol (EtOH, tasiyic1) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 géstermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
IL1B seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki IL1B seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
(*+p<0.001) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.5.).
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Sekil.6.3.6. IL6 protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu yapilan
farelerin IL6 protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama =+ standart
sapma olarak hesaplanmistir. **p<0.01 kontrol (EtOH, tasiyic1) grubuna gore
istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu yapilan farelerin
IL6 seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki IL6 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (++p<0.01)

sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.6.).
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6.3.7.BDNF
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Sekil.6.3.7. BDNF protein analizi. TBI sonras1 kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu
yapilan farelerin BDNF protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak hesaplanmistir. **p<0.01 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 géstermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
BDNF seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki BDNF seviyesinin istatistiksel olarak anlamli

(=+p<0.01) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil.6.3.7.).

6.3.8.NF-xB
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Sekil.6.3.8. NF-xB protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu
yapilan farelerin NF-kB protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama

+ standart sapma olarak hesaplanmigtir. ***p<0.001 kontrol (EtOH, tasiyici) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin NF-xB
seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki NF-kB seviyesinin istatistiksel olarak anlamh

(»+p<0.001) sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.8.).

6.3.9.Nrf2
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Sekil.6.3.9. Nrf2 protein analizi. TBI sonrasi kapsaisin ve tasiyici enjeksiyonu
yapilan farelerin Nrf2 protein seviyeleri degerlendirilmesi. Tiim sonuglar ortalama +
standart sapma olarak hesaplanmistir. ***p<0.001 kontrol (EtOH, tasiyic1) grubuna
gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir.

TBI sonrasi intraperitonel kapsaisin ve tasiyict enjeksiyonu yapilan farelerin
Nrf2 seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki Nrf2 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (*++p<0.01)

sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.9.).
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7.TARTISMA

TBI, sanayilesmis ve gelismekte olan iilkelerde 6liim ve sakatliga neden olan
baslica faktordiir. Deneysel ¢alismalarin klinikteki uygulamalarinin basari oraninin
diisiik olmas1 sebebiyle de biiyiik bir saglik sorunu teskil etmeye devam etmektedir
(81). TBI, bir dis kuvvet maruziyeti sonucu beyin dokusunda meydana gelen
mekanik bozulmalar ve gecikmis patolojik stireclerin eslik ettigi ndrodejeneratif
stireglerdir. Beyin hasari tiplerinin, dagilimlarinin ve mekanizmalarinin ¢ok ¢esitli
olmas1 sebebiyle heterojen bir hastaliktir. Hasar sonrasi hizli bir sekilde gergeklesen
ani hiicre 6liimii geri dondiiriilemez bir hasardir ve ikincil hasar tetikler. Birincil
hasar, yaralanma sekline gore diffiiz veya fokal olabilir. Basa dogrudan carpma
sonucu fokal hasar olusur ve sonucunda kontiizyon, vaskiiler yaralanma ve
hematoma goriilebilir. Hizlanmalyavaglama kuvvetlerinin neden oldugu hasar ise
diffiiz beyin hasaridir ve sonucunda aksonal hasar meydana gelir. Birincil hasar,
ikincil hasari tetikler. Fakat ikincil hasar mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir
(21,82). Bu sebeple tedaviler genellikle ikincil hasarin inhibisyonuna yoneliktir.
Hayvan modelleri kullanimi ikincil hasar mekanizmasi arastirmalarinda 6nemlidir.
TBI'nin biitiinciil arastirilmasi i¢in daha biiylik hayvan modelleriyle gerceklestirilen

caligmalar gerekli olsa da giiniimiizde fare ve si¢an en yaygin kullanilan tiirlerdir (5).

TBI, siddetin siirekliligine gore hafif, orta ve siddetli olmak tizere 3 sekilde
simiflandirilir. TBI siddeti, bireyin biling diizeyi ve amnezi siiresine gore belirlenir.
GCS bu amagla kullanilan yaygin bir simiflandirma sistemidir. GCS, bireyin sozlii-
motor tepkileri ve goz hareketlerini degerlendirir. Bu degerlendirme sonuglarina gore
kisinin biligsel islev durumu ile ilgili ilkel bir tahminde bulunur. GCS skorunun 13-
15 olmasi hafif, 9-12 orta, 8 ve daha diisiik skorlar siddetli TBI’na isaret eder (9).

Bu tez ¢alismasinda geng eriskin farelerde (8-12 haftalik, C57BL/6j) kriyojenik
TBI modeli olusturularak, kapsaisinin TBI sonrast noroprotektif etkileri
incelenmistir. Bu amagla, stereotaksik cihaza sabitlenen farelerin bregma 2,5 mm
posteriolateral noktasina 60 s boyunca sivi azot uygulamasi yapilarak in vivo orta
siddetli TBI modellemesi olusturulmustur. Hasar olusumundan 30 dk sonra kontrol
grubuna %5 EtOH (salin i¢inde ¢6zdiiriilmiis) ve deney grubuna 10 mg\kg kapsaisin

intraperitonel enjeksiyon yoluyla verilmistir. Sonrasinda hayvanlar, ad libitum
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yemlenme-su ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyodunun uygulandigi
operasyon sonrasi miidahele odasinda 24 saat dinlendirilmistir. Daha sonra beyinler
ivedilikle ¢ikarilip, kuru buz tizerinde dondurulmustur. Dondurulan beyinlerden
kryostat ile 18 ym kalinliginda kesitler alinmistir. Bu kesitler hasar hacmi ve beyin
O6demi analizi i¢in immiinohistolojik boyamada ve protein analizi i¢in Western blotta

kullanilmistir.

Bu tez c¢alismasinda hasar alani, kontralateral hemisfer alanindan
ipsilateraldeki hasarsiz alanin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. Kapsaisin uygulalanan
gruptaki hasar alani, kontrol grubuna goére anlamli oOl¢lide daha az oldugu
goriilmistiir (Sekil.6.1.). Tez ¢aligmamizdaki modelin uygulandigi bir arastirmada,
rapamisin uygulanan gruptaki hasar alaninin, uygulanmayan gruba gore daha az
oldugu saptanmistir (83). Metamorfin uygulanarak yapilan benzeri bir ¢aligmada,
metamorfin uygulanan gruptaki hasar alaninin kontrol grubuna oranla daha az oldugu
goriilmiistiir (84). Analiz sonucumuz ilgili literatiirle uyumludur. ileri arastirmalarda
azalan hasar alaninin fonksiyonel iyilesmeyle iliskisi gosterilmistir (83) .Bu durum
kapsaisinin TBI sonrasi tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini destekleyen

niteliktedir.

Calismamizda, kapsaisin ve kontrol gruplarindaki 6dem seviyelerinde anlamli
bir farklilik goriilmemistir (Sekil.6.2.). PB hasar metodunu kullanan bir galismada,
kapsaisin verilen gruptaki beyin ddeminin daha diisiik oldugu saptanmistir. Ayrica
bu grupta davranigsal ve motor faaliyetlerde kotiilesme olmadigr goriilmistiir (85).
Calisma sonucumuzdaki farkin nedeni, farkli hasar yontemi uygulamasi olabilir.
Kriyojenik hasar fokal etkilere neden olurken, hizli darbe yaralanmasi diffiiz hasara
ve vazojenik hasara neden olur. Bu sebeple farkli 6dem tiirleri ve kapsaisinin bu
O0dem tiirleri iizerindeki etkilerinin farkli olmasi beklenebilir. Sonucumuzla uyumlu
baska bir calismada, kapsaisinin 6dem gelisimi iizerinde énemli bir etkisi olmadigi
saptanmistir (59). Benzer sekilde, kapsaisin denervasyonunun, intertisyel sivi

basincini etkilemedigi gosterilmistir (80).

Bu tez c¢alismasinda, kapsaisin uygulanan deney grubundaki GAP43
seviyesinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiliksek oldugu

goriilmistir (Sekil.6.3.1.). Ayn1 TBI modelinin kullanildigi bir c¢alismada,
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NCAM’den tiirevlenmis bir peptit olan P2 ile tedavi edilen gruptaki GAP43
seviyesinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu bulunmustur (86). Kriyojenik
hasar olusturulmus bir baska ¢alismada, metamorfin enjeksiyonu yapilan gruptaki
GAP43 seviyesinin kontrol grubuna gére daha fazla oldugu saptanmistir (84). Analiz
sonucumuz ilgili literatiirle uyumludur. Ayni sekilde GAP43 proteininin temel
alindig1 ve ¢esitli TBI modellerinin uygulandigi ¢aligmalarca da benzer sonuclar elde
edilmistir (87-89). Laboratuvarimizca yapilan benzer bir ¢alismada da tedavi ajani
uygulanan grupta daha yiiksek GAP43 seviyesi gozlenmistir (90). Bu durum
kapsaisinin TBI sonrasi tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini destekleyen

niteliktedir.

GFAP, beyin ve omurilikteki astrositlerde sentezlenen ara filament
elemanlarindandir. Bu astrositler, CNS’de en ¢ok goriilen hiicre tipidir. BBB
olusumu, ndronlara metabolik ve fiziksel destek olusturma, uyaranlara kars: sitokin
ve norotrofik faktdr salinimi gibi birgok hiicresel fonksiyondan sorumludur (91). Bu
tez caligmasinda, kontrol grubundaki GFAP seviyesinin kapsaisin uygulanan deney
grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.2.). TBI sonrasi kapsaisin
uygulanmasinin yapildig: bir ¢alismada, tasiyic1 uygulanan gruptaki GFAP diizeyinin
daha yiiksek oldugu saptanmustir (92). TBI gec¢irmis kisilerden hasar sonrasi birkag
saat i¢inde alinmig kan 6rnekleriyle yapilan bir caligmada, bilgisayarli tomografi (CT
)sonuglarinda anormallikler gozlenen kisilerin kanlarindaki GFAP diizeyinin CT
sonuclart normal hastalara gére daha fazla oldugu saptanmistir. Fokal kontlizyon
goriilen vakalarda da GFAP diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Hasardan 6
ay sonra yapilan analizlerde, is yasamina geri donme oraninin GFAP diizeyinin
yiiksek oldugu grupta daha diisiik oldugu goriilmiistiir (93). Hasarin siddeti arttikga,
GFAP seviyesi de artis gosterir(94).Bu sonug, benzer diger ¢aligmalarin sonuglartyla
uyumludur (83,95-97). Kapsaisin’in anti-inflamatuar &zelligi sebebiyle deney
grubunda GFAP seviyesinin diisiik olmasi beklenmistir (Sekil.6.3.2.).

Ikincil hasar; birincil hasar sebebiyle meydana gelen 6dem, kan-beyin
gecirgenliginin bozulmasi, periferal kan hiicrelerinin infiltrasyonu ve sitokin benzeri
immiinolojik mediyatorlerin intratekal salinimini igerir. Bu olgulara cevap olarak;

akut inflamasyon gelistirilir. TBI in vivo modellerinde, hasardan 4-8 saat sonra
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hasarl1 bolgeye notrofil akisinin oldugu ve yaralanmadan sonraki ilk 48 saat icinde
bu seviyenin tepe noktaya ulastigi gosterilmistir (98,99). Nétrofiller, yuvarlanma
hareketleri nedeniyle vaskiiler endotele diisiik afiniteyle baglanirlar. Bu hareket,
endotel ylizeyinden saliman selektin ve iligkili adhezyon molekiilleri araciligiyla
gerceklesir. Sonucunda mikrogevrede kemokin, sitokin ve lipitler diretilir. Bu
molekiiller, ICAM gibi endotel adhezyon molekiillerinin ekspresyon diizeylerini
arttirarak, yiiksek afiniteyle baglanmay1 gergeklestirir (100,101). Kriyojenik hasar
modelinin uygulandig1 c¢alismamizda, intraperitonel EtOH enjeksiyonu yapilmis
kontrol grubu ve kapsaisin enjeksiyonu yapilmis deney gruplarinin ICAM protein
seviyelerinin karsilastirildigt Western blot analizinde, kontrol grubundaki ICAM
seviyesinin daha az oldugu gorilmiistiir (Sekil.6.3.3.). TBI’nin in vivo modellemesi
icin bir ¢ok method kullanilmaktadir. Bunlar; kontrollii kortikal etki (CCI), agirlik
diisirme (WD), kriyojenik hasar, sivi perkiisyon hasari, patlama modeli, gomiilen
balistik hasar (PBI) olmak tizere ayrilmaktadir. Bu modellerin olusturduklar
immiinolojik, histolojik ve biligsel etkiler farklidir (5,102). WD metoduyla
olusturulan bir c¢aligmada, kontrol ve hasar gruplarinin, hasar sonrasi 4.saatteki
ipsilateral ICAM ekspresyonlari incelendiginde, hasar grubundaki vaskiiler endotel
hiicrelerinde ICAM ekspresyonunun anlamli diizeyde arttigi ve bu durumun hasar
sonrasi 24, 48 ve 72 saatlerde de devam ettigi gosterilmistir (103). Miyeloperoksidaz
(MPO), nétrofil kiimelenmesini 6lgen spesifik bir metoddur. Nétrofil akisinin farkli
TBI modelleme tiirleri {izerindeki etkisini gosteren bir calismada, WD ve CCI
metodlart karsilastirildiginda hasar sonras1 24. ve 48.saatlerde, MPO aktivitesinin
WD metodunda daha fazla oldugu saptanmistir (99). Analiz sonucumuz ve
literatiirdeki farkliligin sebebi kullanilan TBI modeli olabilir. Yapilan benzeri
¢alismalarda CCl ve WD modelleri kullanilmistir (98-101,104). Bu modellerin
olusturdugu hasar siddeti degiskendir ve bu durum ilgili modellerin dezavantajidir.
Bizim ¢alismamamizda kullanilan kriyojenik hasar modelinde uygulama siiresi olan
60 s orta derecede hasar olusturmasina neden olmaktadir. Hasar siddetlerinin farkl
olmasi, ikincil hasari, bu hasarda etkilenen mekanizmalar1 ve etkilenme

seviyelerinde degisiklige neden olmaktadir (102).

Tez calismamizda, kapsaisin grubundaki NCAM seviyesinin kontrol grubuna

gore daha fazla oldugu gorilmiistir (Sekil.6.3.4.). Bu sonug, daha once
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laboratuarimizda yapilan ve ¢esitli tedavi edici ajanlarin kullanildigi ¢alismamizla

uyumludur (90).

IL1B, DNA fragmentasyonu ve apoptoza neden olarak BBB hasar1 ve 16kosit
infiltrasyonuna neden olabilir (105). Bu tez ¢alismasinda, kontrol ve deney
gruplarinin IL1p diizeyi karsilastirilmasi sonucu kontrol gruplarinda IL1B diizeyinin
kapsaisin uygulamainin yapildigi deney grubuna goére daha fazla oldugu saptanmistir
(Sekil.6.3.5). sivi perkiisyon hasart (FPI) modeliyle yapilan bir ¢alismada, hasar
grubundaki IL1p diizeyinin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu saptanmistir
(106). Kapsaisin ve resveratrol kombin uygulamasinda, IL1B seviyesinin uygulama
yapilan grupta daha az oldugu saptanmistir (107). Daha Once laboratuarimizda
yapilan ve gesitli tedavi edici ajanlarin kullanildigi ¢alismamizda da benzeri sonuglar
elde edilmistir (90). lgili ¢alismalarca elde edilen bulgular, tez ¢alismasindaki analiz
sonucumuz ile uyumludur. Kapsaisin’in anti-inflamatuar 6zelligi sebebiyle deney

grubunda IL-1B seviyesinin diisiik olmas1 beklenmistir (Sekil.6.3.5).

Bu tez ¢alismasinda, kontrol ve deney grubunun IL6 diizeyi karsilagtirilmasi
sonucu kontrol gruplarinda IL6 diizeyinin kapsaisin uygulamasinin yapildig:1 deney
grubuna gore daha fazla oldugu saptanmistir (Sekil.6.3.6). Diger metotlarin
uygulandig1 calismalarda da, hasar g¢evresinde IL6 eksprese eden hiicrelerin yer
aldigi gozlenmistir (106,108-111). Bu durum, tez c¢aligmasindaki analiz ile
uyumludur. Kapsaisin’in anti-inflamatuar 6zelligi sebebiyle deney grubunda IL6

seviyesinin diisitk olmasi beklenmistir (Sekil.6.3.6).

Calismamizda kontrol grubundaki BDGF diizeyinin kapsaisin enjeksiyonu
yapilan deney grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil.6.3.7.). TBI'na
sahip insan populasyonu ve saglikli kontrol gruplarinin CSF ve serumlarindaki
BDGF seviyelerinin karsilastirildign bir ¢alismada, kontrol grubundaki BDGF
diizeyinin daha yiikksek oldugu gorilmistir (112). FPl modeli kullanilan
calismalarda, deney grubunda ipsilateraldeki BDGF seviyesinin kontralaterale gére
daha diisiik oldugu ve kontrol grubundaki BDGF diizeyinin deney grubundakine
oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir (113,114). Bu sonuglar, tez ¢alismamizdaki
BDGF analizimizle uyumludur. Bu durum kapsaisinin TBI sonrasi ndroprotektif
etkisini destekleyen niteliktedir (Sekil.6.3.7.).
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Analiz sonuglarimizda, kontrol grubundaki NFxB seviyesinin kapsaisin
grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil.6.3.8.). WD metoduyla yapilan
bir ¢alismada, NFxB inhibisyonunun IL1B ve diger inflamasyon belirteglerinin
ekspresyonlarini artirdigi gériilmiistiir (115). Daha 6nce laboratuarimizda yapilan ve
cesitli tedavi edici ajanlarin kullanildigi ¢alismamizda da benzeri sonuglar elde
edilmistir (90). Bu sonug¢ NFkB ve IL1p analizlerimiz ile de uyumludur. Kapsaisinin

antiinflamatuar etkisi nedeniyle uygulama grubunda daha diisiik NFxB beklenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, kapsaisin grubundaki Nrf2 seviyesinin kontrol grubuna
gore daha fazla oldugu goriilmistiir (Sekil.6.3.9.). Edaravon ile TBI tedavisi ve Nrf2
seviyesinin 0l¢iildiigli bir ¢aligmada, tedavi uygulanan gruptaki Nrf2 seviyesinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (116). Dimetil fumarat
antioksidaniyla yapilan bir ¢alismada, tedavi alan grubun almayan gruba gore daha
fazla Nrf2 ekprese ettigi gozlenmistir (117). Farkli TBI modellemesinin kullanildigi
benzeri bir ¢alismada da ¢alismamizla uyumlu sonuglar elde edilmistir (118). Bu
sonug, daha Once laboratuarimizda yapilan ve g¢esitli tedavi edici ajanlarin
kullanildigi  ¢aligmamizda da uyumludur (90). Sonug¢ olarak ilgili analizler,

kapsaisinin TBI sonras1 tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini desteklemektedir.
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8.SONUC

Bu tez c¢alismasindan elde edilen bulgular incelendiginde, kapsaisin
enjeksiyonu yapilan gruptaki hasar alaninin tastyici grubuna gore daha kiiciik oldugu
gorilmistiir. Her iki grup arasinda, beyin 6demi ag¢isindan anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Inflamatuar protein seviyesinin bir istisna haric (ICAM) tastyici
grubunda daha fazla oldugu bulunmustur. Noroprotektif protein seviyesinin ise

kapsaisin enjeksiyonu yapilan grupta daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Calismamizin amaci, beyin 0Odemi ve kapsaisin arasindaki iliskinin
noroprotektif ve proinflamatuar proteinler araciligiyla detayli incelenmesidir.
Benzeri ¢alismalarda, kapsaisinin 6dem hacmi ve hasar alanini azalttig1 gézlenmistir.
Ayrica kapsaisin anti-inflamatuar ve noroprotektif etki gosterdigi saptanmistir. TBI
tedavisinde deneyden klinige gecebilen ¢ok az farmakolojik ajan bulunmaktadir. Bu
sebeple kapsaisinin detayli incelenmesi sonucu klinikte kullanilabilecek yeni bir
farmaklojik ajan elde edilebilir. Bu calismanin ayrica beyin 6demi ve kapsaisin

iligkisini gosteren detayli bir rehber olacagi diistiniilmektedir.
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