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OZET

Caliymamizin amaci deneysel olarak hafif travmatik beyin hasart olusturulan siganlardan alman serum 6rneklerinde pNF-H diizeyinin hasari
gostermede etkin olup olmadigini aragtirmaktir. Marmarou modelinin modifiye edilerek kullanildigi deneysel ¢aligmamizda farkl yiikseklik-
lerden farkli agirliklarda bilyeler serbest diigme yontemiyle birakilarak sirayla 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 Newton siddetinde travma olusturulmasi
hedeflendi. Travmanin indiiksiyonundan 2 saat sonra siganlarin kalbinden alinan kanlarda pNF-H diizeyi arastirildi. Sonug olarak deneysel
olarak hafif travmatik beyin hasar olusturdugumuz ratlarda 2.saatte alinan kanlarda pNF-H dizeylerindeki degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. Bu sonuglar hafif travmatik beyin hasarindan sonraki 2.saatte kanda ¢alisilan pNF-H’1n tanisal olarak etkin olmadi-
gin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: pNF-H. Kafa Travmasi. Acil Servis.

The Effectiveness of Serum pNF-H Level Interpreting Brain Damage in Rats with Traumatic Brain Injury Model

ABSTRACT

The aim of our study is to investigate whether pNF-H level is effective in demonstrating traumatic brain injury in serum samples taken from
rats with experimental traumatic brain injury. In our experimental study where the Marmarou model was modified and used, it was aimed to
create trauma with the intensity of 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 Newton respectively by using balls of different weights from different heights with
free fall method. The pNF-H level was investigated in the blood taken from the heart of rats 2 hours after the induction of trauma. As a result,
the changes in pNF-H levels in the blood taken at the 2nd hour from rats with experimental traumatic brain injury were not found to be
statistically significant. These results show that pNF-H, which is studied in the blood in the second hour after traumatic brain injury, is not
diagnostically effective.
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Travmatik beyin hasari (TBH), ciddi bir 6lim ve sa-
katlik nedenidir. Bu nedenle erken tani ve tedavi
énemlidir’.

Klinik olarak TBH; hastanin motor, gz ve sozel ya-
nitlarin  bilingli  seviyesinin  degerlendirildigi
Glasgow Koma Skalasi (GKS) skoruna gore hafif
(GKS 13-15), orta (GKS 9-12) veya siddetli (GKS 3-
8) olarak smiflandirilir®. Hafif TBH tiim vakalarin
yaklasik % 85'inden fazlasini olusturur®. Son yillarda-
ki c¢aligmalar, GKS'nin, o6zellikle hafif TBH tanisi
koymak veya prognozu tahmin etmek icin yeterli
olmadigim gostermistir®. GKS skoruna gére hafif
olarak siniflandirilan TBH hastalarinin basvuru sira-
sinda intrakraniyal kanama riski oldugu gortilmekte-
dir’. Bu yiizden mevcut kilavuzlara gére TBH n1 de-
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gerlendirmek igin Bilgisayarli Tomografi (BT) veya
Manyetik Rezonans Goruntiileme (MRG) taramalari
kullanilir®.

Yapilan ¢aligmalar hafif TBH'nin yaklagik %29'unun
BT’de saptanmadigimi gostermektedir®. BT kanamay:
tespit edebilse de daha ince beyin yaralanmalarinin
tespitinde  ozellikle hassas degildir’. Kontrastsiz
BT'nin diger smirliliklart zayif prognostik yetenek,
serebral perfiizyonun degerlendirilememesi ve beyin
parankiminde altta yatan travma sonrasi degisiklikle-
rin tam olarak degerlendirilememesidir8‘9. Ek olarak,
tekrarlanan BT taramasi, ¢ocuklar gibi risk altindaki
popiilasyonda yiliksek radyasyon maruziyetine neden
olmaktadir’.

BT anormallikleri olmayan TBH vakalar1 geri doniis
Onlemleriyle taburcu edilir ancak bu hastalar subklinik
yaralanmalara ve kalict fonksiyonel semptomlara
sahip olabilir'®. Bazi ¢alismalar hafif TBH nin ilerle-
yici norokognitif disfonksiyona neden olabilecegini
gostermektedir'’. Hafif TBH min, Parkinson hastaligt
dahil olmak Uzere nérodejeneratif ve psikiyatrik hasta-
liklarin gelisme riskinin artmasina neden oldugu bu-
lunmustur'.

Akut kiriklar veya kanama harig hemen hemen tim
travma sonrasi lezyonlardaki degisiklikleri tespit et-
mek icin MRG, BT'den daha duyarli olmasina ragmen,
rutin MRG elde etme yetenegi kaynak mevcudiyeti ve
maliyeti nedeniyle stmirhdir™. MRG ile tespit edilebi-
len anormallikleri ayirt edebilen bir biyobelirte¢, BT
ile tespit edilemeyen TBH tamsi i¢in degerli olabilir'®.

TBH'nin ardindan, Beyin Omurilik Sivisi (BOS)
ve/veya serumda, yaralanmanin siddetine bagl olarak
baz1 biyobelirtegler salinir. Bu biyobelirtecler TBH
tanisinda ve sonu¢ tahmininde hayati bilgiler saglaya-
bilir’. Ek olarak, giivenilir bir biyobelirteg, dzellikle
kii¢iik cocuklarda hareketi dnlemek amaciyla uygula-
nan sedasyon ihtiyacini ve radyasyona gereksiz maru-
ziyeti azaltacaktir. Bu biyobelirteglerin TBH'daki
roliiniin daha iyi anlagiimasina ihtiyag vardir™.

Fosfo Noroflament Agir Protein (pNF-H) TBH tespi-
tinde arastirilan biyobelirteclerden birisidir. Deneysel
kafa travmasi ¢alismalarinda serumda pNF-H diizeyle-
rinin yiikseldigi gostermistir™*°. Nérofilamentler (NF),
tibdler aksonal hicre iskeletinin nérona 6zgu ve bi-
rincil bilesenidir'’. NF, sadece néronlarda bulunur ve
esas olarak akson i¢in yapisal destek saglama ve akson
capini diizenleme islevi géren 6nemli bir hiicre iskeleti
bilesenidir'®.

NF, farkli molekiil agirlikli ti¢ polipeptit alt birimin-
den olusur: Norofilament-Hafif Protein (NF-L; 68K)
Norofilament-Orta Protein (NF-M, 150K) ve Norofi-
lament-Agir Protein (NF-H; 200K)*®. NF'ler arasinda,
NF-H en umut verici aksonal yaralanma biyobelirteci-
dir’. NF-H’mn fosforillesmis sekli olan pNF-H’m
deneysel TBH sonrasinda kanda salindig1 gosterilmis-
tir'®. Neselius ve arkadaslari amatdr boksérler arasin-
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daki maglarin ardindan BOS’ta pNF-H dizeylerinin
arttigin1 bulmuslardir™. Simon ve arkadaslari, siddetli
TBH olan yetigkin hastalarin BOS'unda pNF-H'nin
kontrollere kiyasla arttigi bildirilmistir'®. Zurek ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada pNF-H serum
diizeyinin pediyatrik hastalarda kafa travmasimnimn gid-
deti ile iyi korele oldugu gosterilmistir’,
Calismamizin amaci deneysel olarak hafif travmatik
beyin hasari olusturulan ratlardan alinan serum 6rnek-
lerinde pNF-H dlizeyinin hasar1 gostermede etkin olup
olmadigini aragtirmaktir.

Gerecg ve YOntem

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan De-
neyleri Etik Kurulundan onay almmustir (Karar No:
2020 — 11/01). Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiil-
tesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezi’nden temin
edilen Spraque-Dawley 250-300/gram, toplam 32 adet
erkek sigan deneye dahil edilmistir. Siganlar travmatik
hasar uygulanmadan dnce 18-22°C oda sicakliginda
12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda, yiyecek ve
suya serbest ulagimi saglanacak sekilde kafeslerde
tutulmustur.

TBH’nin olusturulmasi Fizyoloji Anabilim Dali N6-
rovaskiiler Arastirma Laboratuvarinda gergeklestiril-
mistir. Marmarou ve arkadaglarinin impakt akseleras-
yon modeli modifiye edilerek kullanilmistir??. Buna
gore siganlar 5 gruba ayrilmistir (n=8):

Kontrol: Siganlara herhangi bir islem uygulanmamustir.

Grup A: Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 25
mg’lik bilye ile kafa travmasi olugturulmustur.

Grup B: Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile kafa travmasi olusturulmustur.

Grup C: Siganlara 80 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile kafa travmasi olusturulmustur.

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

Bdylece, Newton Yasasina gore sirasiyla 0.05, 0.1, 0.2
ve 0.4 Newton (N) siddetinde travma olusturulmasi
hedeflenmistir.

Tum ratlar bir kutuya konularak sedasyon igin %3
sevoflurana maruz birakildi. Sevoflurane konsantras-
yonu, si¢andaki sagirlik refleksinin kaybi1 dogrulana-
rak hesaplandi. Yukarida belirtildigi gibi Marmarou
ve ark. tarafindan agiklanan modelin modifiye edilmis
versiyonu kullanilarak kafa travmasi uygulandi.
Travma sonrasi Olen ratlar calisma dis1 birakildi.
Travmanin indlksiyonundan 2 saat sonra siganlarin
kalbinden anestezi altinda kan 6rnegi alind1 ve ardin-
dan tiim sicanlar servikal dislokasyon yontemiyle
oldaralda.

Sicanlardan alinan kan ornekleri +4 derecede 5000
devirde 10 dakika santriftij edilerek serumlari ayril-
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mustir. Serum Orneklerindeki pNF-H diizeyleri sigan
ELISA ticari kitleri kullanilmak suretiyle kit prosedi-
rine uygun olarak ELISA prensibine gore spektrofo-
tometre kullanilarak 450 nanometre dalga boyunda
analiz edilmistir.

Bioistatistiksel Analiz

Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi
Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir. Degiskenler
normal dagilima uymadigl i¢in medyan (minimum-
maksimum) degerler ile verilmis olup; ikiden fazla
bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
testi kullamlmustir. Istatistiksel analizler IBM SPSS
Statistics 22.0 paket programinda yapilmistir. Anlam-
lilik diizeyi 0=0,05 olarak alinmustir.

Kontrol grubunda ve travma olusturulan gruplardan
pNFH kan dizeyleri Tablo-1’de gosterilmistir. Tablo-
I’de goriildiigi gibi; siganlara 20 cm yiiksekten biraki-
lan 25 mg’lik bilye ile 0,05 N siddetinde kafa travmasi
olusturulmasi1 hedeflenen A grubunda pNF-H kan
diizeyinin medyan degeri 391,09 (min-maks: 367,19-
501,10) pg/mL iken kontrol grubunda medyan pNF-H
degeri 392,72 (min-max: 367,19-501,10) pg/mL ola-
rak hesaplanmistir.

Tablo I. Kontrol ve Travma Gruplarinda pNFH Kan
Diizeyinin (pg/mL) Karsilastirilmasi

Gruplar Medyan Min-Maks p degeri
KONTROL 392,72 367,19-501,10

GRUP A 391,09 336,82-439,79

GRUP B 442,73 393,99-604,39 0,059
GRUPC 405,15 323,77- 469,82

GRUP D 434,16 375,74-543,41

Min: minimum deger, Maks: maksimum deger

Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 50 mg’lik bilye
ile 0,1 N siddetinde kafa travmasi olusturulmas: he-
deflenen B grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 442,73 (min-maks: 393,99-604,89) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Sicanlara 80 cm yiiksekten birakilan 50 mg’lik bilye
ile 0,2 N siddetinde kafa travmasi olusturulmas: he-
deflenen C grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 405,15 (min-maks: 323,77-469,82) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Sicanlara 80 cm yiiksekten birakilan 100 mg’lik bilye
ile 0,4 N siddetinde kafa travmasi olusturulmasi he-
deflenen D grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 434,16 (min-maks: 375,74-543,41) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Tlm gruplar degerlendirildiginde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,059).
Bundan dolay1 gruplar ikili olarak karsilastirilmamigtir
(Sekil-1).

700,00

500,00
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400,00 %
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Sekil 1:
Gruplardaki pNF-H degerleri i¢in kutu grafigi
(0. aykirt deger)

Tartigma ve Sonug

TBH'nin ardindan serumda, yaralanmanin siddetine
bagli olarak bazi biyobelirtecler salinir. Bu biyobelir-
tecler TBH tanisinda ve sonug tahmininde hayati bil-
giler saglayabilir’. Bu biyobelirteglerin  TBH'daki
roliiniin daha iyi anlagilmasina ve klinik tipta yararl
olmak i¢in hassasiyet, dogruluk, 6zgiilliik diizeyinin
iyilestirilmesine hala ihtiyag vardir™.

Anderson ve arkadaslar1 kontrollii kortikal darbe ciha-
z1 kullanarak yaptiklar1 deneysel calismada ratlarda
hafif, orta ve siddetli kortikal kontiizyon olusturmus-
lardir®®. Li ve arkadaslar1 yaptiklari deneysel ¢alisma-
da siganlar1 1.25, 1.75 ve 2.25 metre yiikseklikten
kapali kafa travmasina maruz birakmustir'>. Benady ve
arkadaglar1 hafif kafa travmasi olusturmay:1 hedefle-
dikleri deneysel ¢alismada metal boruya yerlestirdikle-
ri 30 gram agirhigindaki metal cismi 80 cm'lik bir
yiikseklikten serbest diisiisle birakarak hafif kafa
travmast olusturmay: hedeflemislerdir®®. Biz ise ¢a-
lismamizda Marmarou modelini modifiye edilerek
TBH olusturduk®. Farkli yiiksekliklerden farkli agir-
liklarda bilyeler serbest diisme yontemiyle birakilarak
sirayla 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 N siddetinde travma olus-
turulmasi hedeflenmistir.

Li ve arkadaglar1 tarafindan deneysel kafa travmasi
olusturduklar1 ratlarda kanda pNF-H, Glial Fibriller
Asidik Protein (GFAP), interlokin 6 (IL-6) ve amiloid
beta (AP) diizeyleri ELISA ile degerlendirilmigtir™.
Biz calismamizda pNF-H’1n serumdaki diizeyini arag-
tirdik.

Norofilamentlerin yalnizca néronlarda bulundugu goz
Oniine alindiginda, bunlarin kandaki varligi, beyin
hasarini takiben noéronlarin hasarmin ve/veya 6limu-
niin bir gostergesidir'®. Shaw ve arkadaslar1 deneysel
olarak kafa travmasi olusturulan si¢anlarin serumla-
rinda pNF-H duzeyinin arttigin1 géstermislerdir. pNF-
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H'nin aksonal hasarin iyi bir belirteci olabilecegi di-
siiniilmektedir®.

TBH sonras1 pNF-H’nin kan ve BOS i¢gindeki seviye-
leri ELISA testi ile dl¢tlebilmekte olup serum ve BOS
ELISA pNF-H degerleri arasinda korelasyon vardir.
Serum seviyeleri ile BOS seviyelerindeki korelasyon
ve BOS orneklemesinin olasi komplikasyonlar1 g6z
Ontine alindiginda serum o6rneklemesinde ELISA ile
pNF-H diizeylerinin ¢aligilmast daha kullanigli bir
yontem olarak éne ¢ikmaktadir®®. Bu yiizden biz ca-
lismamizda hafif TBH olusturulan ratlarda kan pNF-H
diizeyini aragtirdik.

Li ve arkadaslar1 deneysel kafa travmasi olusturdukla-
1 ratlarda darbeden 24 saat sonra kanda pNF-H di-
zeylerini ELISA ile degerlendirilmis ve travma olustu-
ran ratlarda anlamli derecede daha yiiksek serum pNF-
H seviyeleri bulmustur™. Yang ve arkadaslar1 deney-
sel calismada olusturduklar1 TBH’nda serum pNF-H
seviyelerinin, yaralanmadan 24 saat sonra yukseldigini
bulmustur”’. Anderson ve arkadaslart TBH olustur-
duklar1 deneysel ¢alismada yaralanmadan sonra 1, 6,
12 ve 24. saatlerde ve 2, 3, 5 ve 7. gunlerde toplanan
kanlarda pNF-H diizeyini arastirmuslardir™®. Biz ise
calismamizda deneysel olarak TBH olusturdugumuz
ratlardan travma sonrasi 2.saatte aldigimiz kanlarda
PNF-H diizeyini arastirdik.

Acil servisler hastalarla ilgili hizli kararlarin alinmasi
gereken ortamlardir®®. TBH sonrasi acil servise basvu-
ran hastalar miimkiin oldugunca ¢abuk degerlendiril-
melidir®. TBH sonrasi hastalar ilk 1-6 saat iginde
hastanelerin acil servisine basvurmaktadir®. Karasu
ve arkadaglarmin yaptigi c¢alismada kafa travmali
hastalarin %68’ ilk iki saat igerisinde, %11’inin 2-4
saat arasinda ve %21’inin ise dort saatten sonra hasta-
neye ulastigi belirlenmistir®’. Bizim daha 6nce yapti-
gimiz prospektif caligmada hastalarin %77,8’1 travma-
nin birinci saatinde, %12,7’si ikinci Saatinde %9,5’i
ise 2-6 saat arasinda acil servise bagvurmustur®’. Bu
yiizden deneysel c¢aligmamizda TBH sonrasi ikinci
saatte kanda pNF-H diizeyini arastirmayi hedefledik.

TBH tahmininde aragtirilan biyobelirtecler, hafif TBH
varliginin tahmininde, tedavi basarisinda, hastaligin
siddeti ve prognozunun kestiriminde kullanilabilmek-
tedir (33Shibahashi ve arkadaglar1 yaptigi klinik ¢a-
lismada serum pNF-H degerinin bitkisel yasam/6limii
tahmin etmede yararli olacagim bildirmislerdir®. Biz
calismamizda pNF-H dlizeyinin kafa travmasi sonrasi

erken donemdeki tanisal etkinligini arastirmay1 hedef-
ledik.

Daha o6nce yaptigimiz bir deneysel ¢alismada TBH
olusturdugumuz ratlardan 2.saatte alinan kanlarda
Glial fbrillary acidic protein (GFAP) diizeyinin anlam-
It bir gekilde yiikseldigini saptam1$t1k35. Bu ¢aligma-
mizda ise benzer travma modelleri ile TBH olusturdu-

gumuz ratlarda 2.saatte kan pNF-H diizeyini arastirdik.

Caligmamizda travma grubundaki pNF-H diizeyi degi-
siklikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
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(p=0,059). Anderson ve arkadaslar1 TBH olusturduk-
lar1 deneysel ¢aligmada yaralanmadan 6 saat sonra
PNF-H yiiksekligi tespit edilmis ve diizeyler 24-48
saatte zirveye ulasmustir™®. Bizim sonuglarimiz deney-
sel hafif beyin hasari olugturulan ratlarda pNF-H kan
diizeyinin 2.saatte yiikselmedigini gostermektedir.

Calismamizdaki en o6nemli kisithilik sadece 2.saatte
alinan kanlarda pNF-H dizeylerini incelememizdir.
Esasen pNF-H kan diizeyinin travmanin siddetiyle
korelasyonunu arastirmayr hedefledigimiz calisma-
mizda ayni saatte kan diizeyini ¢aligmamiz gerekiyor-
du. Bu belirtecin erken tanisal degerini incelemek
istedigimizden sadece 2.saatte alinan kan diizeylerine
baktik.

Sonu¢ olarak deneysel olarak hafif travmatik beyin
hasar1 olusturdugumuz ratlarda 2.saatte alinan kanlar-
da pNF-H dizeylerindeki degisiklikler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. Bu sonuglar beyin
hasarindan sonraki 2.saatte kanda pNF-H duzeylerin-
deki degisikliklerin anlamli olmadigint géstermektedir.
Umut vaat eden bir biyobelirte¢ olan pNF-H’in erken
donemdeki tanisal etkinligini arastirmak igin yeni
caligmalara ihtiyag vardir.
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