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OZET

Calismamizin amaci deneysel olarak hafif travmatik beyin hasari olusturulan kafa travmasi modelinde sicanlardan alinan serum orneklerinde
alfa-siniiklein (a-syn) diizeyinin akut donemde travmatik beyin hasarin1 gostermede tanisal degerini arastirmaktir. Calismamizda toplam 40
adet erigkin Spraque-Dawley cinsi sigan kullanilmistir. Denekler kontrol grubu (n=8) ve 4 ayr1 deney grubu (n=8) olarak 5 gruba ayrildilar.
Caligmamizda Marmarou ve ark.’nin tanimladigi model modifiye edilerek uygulandi. Bu modelde farkl yiiksekliklerden farkli agirliklarda
bilyeler serbest diisme yontemiyle birakilarak sirayla 0,05, 0,1, 0.2 ve 0,4 Newton siddetinde travma olusturulmasi hedeflendi. Travmanin
indiiksiyonundan 2 saat sonra si¢anlarin kalbinden alinan kanlarda a-syn diizeyi arastirildi. Kontrol grubuna gore kan a-syn diizeyleri dlgiil-
diigiinde, 0,05 ve 0,2 Newton siddetinde travma olusturdugumuz gruplarda diisiis goriilmiistiir. Daha siddetli travma olusturdugumuz (0,2
Newton) grup, az siddetli olusturdugumuz gruba (0,05 Newton) gére anlaml olarak daha diisiik bulunmustur. Sonug olarak farkli siddetlerde
kafa travmasi olusturdugumuz siganlardan ikinci saatte alman kan 6rneklerinden a-syn diizeylerinde anlamli bir yiikselme goriilmemistir.
Aksine iki travma grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisme goriilmiistiir. Bu sonuglar kafa travmasi sonrasi ikinci saatte alinan
kanlardan bakilan a-syn diizeyinin TBY i¢in erken donemde tanisal olarak etkin olmadigini diigiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kafa travmasi. Noronal hasar. Alfa-siniiklein.
Investigating the Activity of Alpha-synuclein Protein in Determining Neuronal Damage in Rats with Experimental Head Trauma

ABSTRACT

The aim of our study was to investigate the diagnostic value of alpha-synuclein level in serum samples taken from rats in a head trauma
model in which mild traumatic brain injury was created experimentally to demonstrate acute traumatic brain injury. A total of 40 adult
Sprague-Dawley rats were used in our study. The subjects were divided in to 5 groups; control group (n=8) and 4 separate experimental
groups (n=8). The model described by Marmarou et al. was modified and applied in our study. In this model, we aimed at creating a trauma
of 0,05, 0,1, 0,2 and 0,4 Newtons respectively, by releasing balls of different heights and different weights using the free fall method. The
level of a-syn was investigated in blood samples taken from the heart of rats 2 hours after induction of trauma. When compared to the control
group, a decrease in a-syn levels was observed in groups with trauma severity of 0,05 and 0,2 Newton. a-Syn levels in the group with more
severe trauma (0,2 Newton) was found to be significantly lower than the group with least trauma (0,05 Newton). Consequently, there was no
significant increase in a-syn levels in blood samples taken at the second hour from rats with different severity of head trauma. Contrarily, a
decrease was observed in the two trauma groups when compared to the control group. These results suggest that a-syn levels measured from
blood samples taken at the second hour after head trauma is not diagnostically effective in the early period of TBI.

Key Words: Head Trauma. Neuronal Damage. Alpha- Synuclein.
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enfarktiis, kafatas1 kiriklar1 ve herniasyon gibi durum-
lara kolayca tani konulabilmistir”.

Fakat BBT radyasyona bagli malignite riski tasir.
Ayrica hasta bakiminda maliyeti yilikselterek saglik
sistemine olumsuz katkida bulunabilir’. 1950°li yillar-
dan itibaren TBY tespitinde goriintiilemeye alternatif
olarak noron hasarin1 gosteren biyobelirteglerin arasti-
rilmasi son yillarda hiz kazanmustir®.

Giiniimiizde S100B, laktat dehidrojenaz, CK-BB, a-11
Spektrin, Ubiquitin C1 hidrolaz, Noéron Spesifik Eno-
laz (NSE), Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP),
S100b, Myelin Basic Protein (MBP), Fosforillenmis
Norofilament Agir Zincir (pNF-H), Tau ve benzeri
proteinler beyinde néron hasarini belirlemede biomar-
ker olarak ¢alisilmaktadir®. Bu biyomarkerlardan biri
de alfa-siniiklein (a-syn)’dir. Fosforilasyon ve diger
yollarla aktive olan, presinaptik bdlgede bulunan a-
syn, sinaptik vezikiillerin fizyolojisinde énemli bir rol
oynar. Merkezi Sinir Sisteminde agirlikli olarak né-
ronlarda eksprese edilen 140 amino asitlik protein
olan a-syn, bir dizi nérodejeneratif hastalikta ayirt
edici biyobelirteg olarak kullanilmaktadir’.

Bu calismamizdaki amacimiz siganlarda deneysel
olarak olusturulan farkli siddetteki KT modellerinde
erken donemde serum a-syn seviyelerini incelemek ve
acil serviste (AS), TBY tanisinda BBT’ye alternatif
olup olamayacagini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem

Bu arastirma Fizyoloji Anabilim Dali Norovaskiiler
Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Ca-
lismada, daha 6nce herhangi bir deneyde kullanilma-
mis, agirliklar: 250-300 gr arasinda degisen her grupta
(4 deney gurubu 1 kontrol grubu) 8 sican olacak sekil-
de toplam 40 adet eriskin Spraque-Dawley cinsi sigan
kullanilmistir. Siganlar Bursa Deney Hayvanlar1 Ye-
tistirme Merkezi’nden temin edilmistir. Siganlar trav-
matik hasar olusturulmadan O6nce standart barinak
kosullarinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik don-
giistinde, 21-23°C sicaklikta, %30-55 nem orani ve su
ile yiyecege sinirsiz erisim (ad libitum) saglanacak
sekilde kafeslerde tutulmustur. Fareler {izerinde uygu-
lanan deney protokolii, ulusal ve uluslararasi hayvan
deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup;
tiniversitemiz Tip Fakiiltesi Hayvan deneyleri Etik
Kurul karariyla 06.10.2020 tarihinde 2020 — 10 / 13
karar numarastyla onaylanmustir.

Calisma Gruplar

Sicanlara KT uygularken, Marmarou ve ark.’nin im-
pakt akselerasyon modeli modifiye edilerek kullanil-
mustir®. Buna gore siganlar 5 gruba ayrilmistir (n=8).

Kontrol: Siganlara herhangi bir iglem uygulanmamustir.
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Grup A: Sicanlara 20 cm yiiksekten birakilan 25
mg’lik bilye ile KT olusturulmustur.

Grup B: Sicanlara 20 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile KT olusturulmustur.

Grup C: Sicanlara 80 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile KT olusturulmustur.

Grup D: Siganlara 80 cm yiiksekten birakilan 100
mg’lik bilye ile KT olusturulmustur.

Boylece, Newton Yasasina gore sirasiyla 0,05, 0,1, 0,2
ve 0,4 Newton (N) travma olusturulmas: hedeflenmis-
tir.

Anestezi

Tim sicanlar bir kutuya konularak sedasyon igin %3
sevoflurana maruz birakildi. Sevoflurane konsantras-
yonu, sicandaki sagirlik refleksinin kaybi1 dogrulana-
rak hesaplandi. Travma sonrast 6len ratlar ¢aligma dist
birakildi. Travmanin indiiksiyonundan 2 saat sonra
sicanlarin kalbinden anestezi altinda kan 6rnegi alindi
ve ardindan tiim siganlar servikal dislokasyon yonte-
miyle 6ldiirildi.

Kafa Travma Modeli

Anestezi uygulanmis siganlarda KT olusturulurken
Marmarou ve ark. tarafindan 1994 yilinda olusturulan
kafa travma modelinin modifiye edilmis versiyonu
kullamld:®. Calismadaki travma aleti 2,15 metre bo-
yunda, i¢ ¢apt 19 mm, dis ¢apt 25 mm olan saydam
sert plastik bir boru, bu boruya ait vertikal bir sabitle-
yici, siganlarin yerlestirildigi 12x12x43 cm ebatlarinda
kopiik bir madde, 3 mm yiiksekliginde, 10 mm ¢apin-
da metal disk, 25 mg’lik, 50 mg’lik ve 100 mg’lik 3
farkli bilyeyi igerir.

Kafa Travmasimin Olusturulmasi

Anestezi altindaki siganlar travmaya hazir olduklarin-
da yiiziikoyun pozisyonda kopiik yatagin iizerine yer-
lestirildi. Daha sonra prone pozisyona getirilen sigan-
larin, kafatasi {izerine koronal ve lambdoid siitiirler
arasina, kafatasinda olusacak ¢okme kiriklarini onle-
mesi i¢in 10 mm ¢apli, 3 mm kalinliga sahip metal
disk tam orta hatta denk gelecek sekilde konuldu.
Sicanlar, deneysel travma mekanizmasinin alt ucuna
denk gelecek sekilde sabitlendi. A grubundaki siganla-
ra 20 cm yiikseklikten 25 mg’lik bilye, B grubundaki
sicanlara 20 cm yiikseklikten 50 mg’lik bilye, C gru-
bundaki si¢anlara 80 cm yiikseklikten 50 mg’lik bilye,
D grubundaki siganlara 80 cm yiikseklikten 100
mg’lik bilye vertekslerine denk gelecek sekilde boru-
nun igerisinden serbest diisiis ile birakildi.

Caliymanin Yapilmasi

Anestezi altinda KT olusturulan siganlara 2 saat sonra
tekrar anestezi olusturularak kalbinden kan Ornegi
alind1 ve ardindan siganlar servikal dislokasyon yon-



Noronal Hasarda Alfa-siniiklein Protein Etkinligi

temi ile sakrifiye edildi. Sicanlardan alinan kan 6rnek-
leri +4 derecede 5000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi. Serum 6rneklerindeki dii-
zeyleri sican ELISA ticari kitleri kullanilmak suretiyle
kit prosediiriine uygun olarak ELISA prensibine gore
spektrofotometre kullanilarak 450 nanometre dalga
boyunda analiz edilmistir.

Istatistik

Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi
Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir. Degiskenler
normal dagilima uymadigi i¢in medyan (minimum-
maksimum) degerler ile verilmis olup; ikiden fazla
bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
testi, iki bagimsiz grup arasinda karsilagtirmalarda
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Istatistiksel
analizler IBM SPSS Statistics 22.0 paket programinda
yapilmustir. Anlamlilik diizeyi a=0,05 olarak alinmig-
tir.

Bulgular

Kan diizeyleri incelendiginde o-syn agisindan bazi
gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir
(p<0,001) (Tablo I).

Tablo I: Kontrol ve travma gruplarinda o-syn kan
diizeyinin (pg/ml) karsilastirilmasi.

Gruplar Medyan Min-Maks p degeri
KONTROL 23,57 22,66-24,97
GRUP A 22,09 19,88-23,80
GRUP B 22,35 18,15-24,91 <0,001
GRUP C 19,03 15,88-19,74
GRUP D 22,24 21,23-25,47

Tablo I’de goriildiigii gibi; A grubunda o-syn kan
diizeyinin medyan degeri 22,09 (min-maks: 19,88-
23,80) pg/mL iken kontrol grubunda o-syn medyan
degeri 23,57 (min-max: 22,66-24,97) pg/mL olarak
hesaplanmistir. B grubunda o-syn kan diizeyinin med-
yan degeri 22,35 (min-maks: 18,15-24,91) pg/mL
olarak hesaplanmistir. C grubunda a-syn kan diizeyi-
nin medyan degeri 19,03 (min-maks: 15,88- 19,74)
pg/mL olarak hesaplanmigtir. D grubunda a-syn kan
diizeyinin medyan degeri 22,24 (min-maks: 21,23-
25,47) pg/mL olarak hesaplanmuistir.

Tiim gruplar degerlendirildiginde, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmugtur (p<0,001).

Bundan dolayr gruplar ikili olarak karsilastirilmistir.
Anlamli ¢ikan degisikliler gruplar arasinda ikili olarak
kargilagtirilmistir. Buna gore;

Grup A da kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p=0,021). Grup B ve kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik yoktur. Grup C ve kontrol
gurubu arasinda anlamli farklilik vardir. Grup C de a-
syn diizeyi kontrol grubuna goére anlamli olarak azal-
mistir (p<0,001). Kontrol ve grup D arasinda anlaml
fark yoktur (p=0,152). A ve B gruplar1 arasinda an-
lamli fark yoktur (p=0,721). B ve C gruplar1 arasindan
anlaml farklilik vardir. Grup B de Grup C’ye gore a-
syn degeri anlamli olarak daha yiiksektir (p= 0,007).
Grup C ve D arasindan anlamli farklilik vardir
(p<0,001). Grup C de Grup D’ye gore anlamli olarak
daha distktir (p<0,001). Grup A ve D arasindan
anlaml farklilik yoktur (p= 0,442). Grup B ve D ara-
sindan anlaml farklilik yoktur (p=0,878). Grup A ve
C arasinda anlamli farklilik vardir. Grup A da a-syn
diizeyi Grup C’ye gore anlamali olarak daha yiiksektir
(p<0,001).

Ozetlemek gerekirse kafa travmasi olusturulan ratlarda,
kontrol grubuna goére kan a-syn diizeyleri l¢iildiigiin-
de Grup A ve C’de diigiis goriilmistiir. Daha siddetli
travma olusturdugumuz C grubu da A grubuna gore
anlaml olarak daha diisiik bulunmustur. Sonug olarak
travma grubunda ve travma siddetinin artmasiyla o-
syn diizeylerinin diistiigii goriilmektedir.

Tartisma ve Sonug

Giliniimiizde TBY hastalarinin tanisi, tedavisi ve prog-
noz tahmininde yaygin olarak kullanilan BBT kana-
may1 tespit edebilse de zayif prognostik yetenegi,
serebral perfiizyonu degerlendirememesi ve beyin
parankiminde altta yatan travma sonrasi degisiklikleri
tespit edememesi dezavantajidir’. TBY tamisi igin
biyobelirteglerin kullanilmas1 radyolojik tetkiklere
alternatif veya tamamlayic1 olarak BBT kullanimini
azaltabilir®. Calismamizda TBY olan hastalarin deger-
lendirilmesi i¢in biyobelirte¢ olarak kullandigimiz o-
syn proteininin BBT’ye alternatif olup olmadigini
arastirdik.

Ideal bir TBY biyobelirteci, beyne 6zgii olmali ve
biyosivilarda tespit edilmelidir. Ayn1 zamanda yara-
lanma sonrasi siire ile iliskili olmasi, yaralanmanin
siddeti ile korele bir konsantrasyona sahip olmasi ve
klinigi desteklemesi gerekmektedir'’. Rostami ve ark.
deneysel TBY olusturduklar1 siganlarda travma sonra-
st Tau protein, S100B, pNF-H ve MBP biyobelirtegle-
rinin serum seviyelerinde 6nemli artig oldugunu gos-
termistir''. Anderson ve ark.’nin ¢alismasinda TBY
sonrast kanda pNF-H diizeyi yiiksek saptamistir ve
saptanan seviyelerin yaralanmanin siddetini yansittig1
tespit edilmistir'”. Beyin hasar1 biyobelirteglerinden
olan NSE ve GFAP kan seviyelerinin, KT sonrasi
onemli olgiide arttig tespit edilmistir®. Li ve ark.
tarafindan yapilan c¢aligmada TBY sonrast Beyin
Omurilik Sivisinda (BOS) pNF-H, GFAP seviyeleri
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onemli Olciide artarken, interlokin 6 ve amiloid be-
ta’da anlamli fark gérﬁlmemistir“. Biz de calisma-
mizda beyinde bulunan ndronal bir protein olan a-syn
diizeyinin tanisal etkinligini arastirdik.

Son yillarda, toplumda duygudurum ve motor fonksi-
yon bozukluklarinin artmast nedeniyle norologlar,
TBY'in patofizyolojisini ve uzun vadeli etkilerini
arastirmaktadir. TBY sonrasi gelisen norodejeneratif
hastaliklarda yapilan ¢aligmalarda, patolojinin ndron
ve gliada biriken anormal a-syn kiimelerinin oldugu
tespit edilmistir'”. Newell ve ark.'® yaptiklari ¢alisma-
da TBY sonras! travmatik bdlgenin etrafindaki ndron-
larda a-syn biriktigini tespit etmistir. Boylece a-syn
diizeyinin norodejeneratif hastaliktaki aksonal yara-
lanma i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegini desteklemis-
lerdir.

Norodejeneratif hastaliklarin patolojisinde siniikleinler
tipik olarak birikim egilimindedir ancak TBY’deki
rolleri, yeni ortaya ¢ikan bir arastirma alanidir'’. Sand-
ra ve ark.’nin yaptig1 bir deneysel ¢aligmada kronik
TBY sonrast siganlarin beyin dokusunda belirgin
anormal a-syn birikimi oldugunu tespit edilmistir'®.
Bu ¢alisma, TBY sonrasi hastalarin uzun dénemde,
norodejeneratif hastaliklara (nigrostriatal noronlarin
dejenerasyonu ile karakterize edilen Parkinson hasta-
lig1 gibi) yatkin hale gelebilecegine kanit sunmustur.
Uryu ve ark.’1 ise siddetli TBY sonrasi exitus olan 18
olgunun beyin dokusunu inceleyerek TBYyi takiben,
sigmig aksonlarda yogun a-syn birikimi oldugunu
tespit etmistir'®. Biz ise ¢calismamizda deneysel olarak
KT olusturdugumuz siganlarda kanda a-syn diizeyini
inceleyerek erken donem tanisinda etkinlik diizeyini
arastirdik.

Rostami ve ark.’1"' rotasyonel hizlanma TBY modelini
uygulayarak yaptiklar1 deneysel calismada sicanlarda
travmaya bagli aksonal-néronal hasar olusturmustur.
Maruichi ve ark.’1 kafaya gelen darbenin daha kontrol-
lii ve tekrarlanabilir olmasi icin gelistirilen bir model
ile TBY olusturduklar ¢calismada farelerde bir pnoma-
tik darbe kullanarak, darbe ivmeli kafa yaralanmasina
neden oldular®®. Anderson ve ark.’1'> KT nin siddetini
one c¢ikarmak icin gelistirdikleri kontrollii kortikal
darbe cihazi ile ratlarda hafif, orta ve siddetli kortikal
kontiizyon olusturmustur. Li ve ark.’min'* ¢aligmasin-
da ise siganlar 1,25, 1,75 ve 2,25 metre ylikseklikten
kapali KT ye maruz birakarak degistirilmis bir Mar-
marou darbe hizlandirma modeli kullanilmistir. Biz
ise calismamizda Marmarou modelini modifiye ederek
deneysel TBY olusturduk®. Farkli yiiksekliklerden
farkli agirliklarda bilyeleri serbest diisme yontemiyle
birakarak sirayla 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,4 N siddetinde
travma olusturulmasini hedefledik.

Biyomarker analizi i¢in yapilan caligmalarda a-syn
genel olarak periferik viicut sivilarinda ve biyopsi
bolgelerinde arastirilmaktadir”’. Nérodejeneratif has-
taliklarda bir biyobelirte¢ olan a-syn analizi i¢in Par-
kinson hastalarinin tiikiirtigii incelendiginde, tiikiiriik
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bezlerinde de patolojik a-syn kiimeleri tespit edilmis-
tir’2. Newell ve ark.’nin yaptigt bir calismada TBY
olusturulan ratlarda beyin dokusunu immiinohisto-
kimyasal olarak incelediginde aksonal sisliklerde o-
syn bulmustur'®. Mondello ve ark.’nin a-syn’in farkh
bolgelerdeki diizeyini arastirmak amaciyla yaptiklari
caligmada, siddetli TBY olan hastalarin BOS'unda a-
syn diizeyine bakilmistir™. Kontrollere gore travma
hastalarinda BOS a-syn diizeyinin yiikseldigi tespit
edilmistir. Foulds ve ark. ise toplam 198 Parkinson
hastas1 ve 91 saglikli kontrol grubunda yaptig1 ¢alis-
mada biyobelirte¢ olarak o-syn diizeylerini kanda
6lemiistiir™. Bizim ¢alismamizda ise TBY sonrasi
sicanlarin kalbinden alinan kan 6rneklerindeki o-syn
diizeyi ol¢tilmiistiir.

Dinh ve ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmada, siddetli KT
sonrasi hastaneye daha erken gelen hastalarda sag
kalim avantaji oldugu sonucuna varilmistir. Kasa ve
ark.’nin ¢aligmasinda TBY hastalarinin %71°1 ilk saat
icinde ve %95’1 ilk 4 saat i¢inde AS’ye basvurmus-
tur®®. AS’ler hastalar ile ilgili hizli kararlarin alinarak
gereken hizli miidahalelerin yapilmasi gereken ortam-
lardir. TBY sonrasi hastalar genel olarak ilk 1-6 saat
i¢inde hastanelerin AS’sine basvurmaktadir’’. A-syn
ile ilgili diger caligmalara baktigimizda, proteinin
zaman i¢indeki degisikliklerini belirlemeye c¢alisan
Carlson ve ark. yetiskin sicanlarda deneysel TBY
sonrasi genis bir zaman siirecinde (6 saat, 1 giin, 1, 2,
4 ve 8 hafta) beyin dokusunu incelemistir. Boylece a-
syn diizeyinde meydana gelen zamansal degisiklikleri
incelemistir®™. Biz ¢alismamizda erken doénemde a-
syn’in tanisal etkinligini arastirmay1 hedefledik. Ca-
lismamizin limitasyonu olarak sigan beyin dokularina
ait immunohistokimyasal incelemenin yapilamamis
olmasi gosterilebilir.

Sonug olarak farkli siddetlerde kafa travmasi olustur-
dugumuz siganlardan ikinci saatte alinan kan 6rnekle-
rinden a-syn diizeyini inceledigimiz c¢alismamizda
travma grubunda anlaml bir yiikselme goriilmemistir.
Aksine iki travma grubunda kontrol grubu ile kiyas-
landiginda diisme gorilmiistir. Bu sonuglar kafa
travmasi sonrasi ikinci saatte alinan kanlardan bakilan
a-syn diizeyinin TBY i¢in tanisal olarak etkin olmadi-
gint diigiindiirmektedir. Sadece ikinci saatte kan diize-
yini incelememiz ¢alismamiz i¢in kisitlayict bir faktor
olabilir. Umut vaat eden bir biyobelirte¢ olan a-syn’in
TBY sonrasi erken donemdeki tanisal etkinligini aras-
tirmak i¢in farkli zaman dilimlerinde kan diizeyinin
6l¢iildiigi yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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