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DENEYSEL KAFA TRAVMASI OLUSTURULAN SICANLARDA
PENTOKSIFILIN VE 2-METOKSIOSTRADIOL’UN HIiF-1 ALFA, TNF-ALFA,
APOPITOZIS VE TELOMERAZ AKTIVITESI ILE ILISKIiLi GENLER
UZERINE ETKILERI

OZET

Amag: Agir kafa travmasi olusturulan sicanlarda gelisen ikincil beyin hasarimni
engellemesi Gzerinde pentoksifilin ve 2-metoksiostradiol etkinligini HIF-1-a, TNF-a ve

TERT mRNA ekpresyonlar1 {izerinden aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Calismada 3 aylik 250-350 gr agirhginda Sprgue-Dawley erkek
cinsi 98 adet sican kullanildi. Her biri 14 adet sican igeren 7 adet deney grubu
olusturuldu. Sham grubu hari¢ tiim siganlara kafa travmasi olusturuldu. Ilaglar
intraperitoneal (ip) yoldan ve kontrolli kortikal impakt modeliyle orta-agir kafa
travmasi olusturulduktan 30 dk sonra uygulandi. Travma sonrasi 3. ve 6. gruba 60
mg/kg pentoksifilin, 4. ve 7. gruba 5 mg/kg 2-metoksidstradiol uygulandi. Travma
sonrast ratlardan HIF 1-a ve TNF-o mRNA ekspresyonu ile apopitozis ve telomeraz gen
aktivitesi 6l¢limii i¢in kan alindi. Akut gruplar 24 saat sonra, kronik gruplar ise 30. giin
sonra sakrifiye edilerek beyin dokularindan ve kanindan orneklemeleri alindi.
Sonrasinra  Real-Time PCR ile HIF-lo, TNF-a ve telomeraz reverse
transkriptaz (TERT) ekspresyon dizeyleri Real Time PCR ile hem kan hem de beyin
dokusunda tetkik edildi.

Bulgular: 2-ME’iin akut déonemde HIF-1a degerlerindeki bariz inhibisyonunun kronik
donemde olmadigi, TNF-a tizerindeki inhibisyonunun ise sadece kronik donemde daha
bariz oldugu ve TERT diizeylerindeki yiikselmenin kronik dénemde oldugu goriildii.
Pentoksifilinin ise; TNF-a diizeylerindeki inhibitor etkisinin akut ve kronik donemde
kan degerlerinde beyin parankim degerlerinden daha belirgin oldugu, HIF-la
diizeylerini ise akut donemde beyin parankiminde arttirdigini, kronik doénemde
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azalttigini, TERT degerlerini kronik

donemde diisiirlirken akut donemde ylikselttigini tespit ettik.

Sonug: Bu caligmada 2-ME’iin beyinde ve kanda HIF-lo inhibisyonunun akut ve

kronik donemde diger gruplardan daha fazla olmasi, beyinde TNF-a inhibisyonunun
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akut ve kronik donemde diger gruplardan daha fazla olmasi ve TERT diizeylerindeki
yukselmenin kronik dénemde daha belirgin olmasi nedeniyle 2-ME’lin kafa travmasi

sonrasi kullaniminin faydali olabilecegi diisiintildii.

Pentoksifilinin ise TNF-a diizeylerindeki inhibitor etkisinin akut ve kronik donemde
kanda daha belirgin olmakla birlikte beyinde TNF-a inhibisyonunun 2-ME’e gore daha
az olmasi ve HIF-1a diizeylerini akut donemde beyin parankiminde artirmasi nedeniyle
TBH’da etkinligi yeterli degildir. Ancak akut donemde TERT diizeylerindeki artma da
pentoksifilinin TBH’da koruyucu etkinligini gdstermektedir. Pentoksifilinin travma

sonrasi akut donemde kullaniminin 6nerilmesi i¢in daha detayli calismalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: HIF-1a, TNF-a, TERT, 2-metoksidstradiol, pentoksifilin, deneysel

travmatik beyin hasari



THE EFFECT OF PENTOXIFILLYNE AND 2-METHOXYESTRADIOL AT
HIF-1 ALPHA, TNF-ALPHA, APOPTOSIS AND TELOMERASE ACTIVITY
RELATED GENES IN THE EXPERIMENTAL TRAUMATIC BRAIN
INJURY IN RATS

ABSTRACT

Objective: Prevention of secondary brain injury via pentoxifylline and 2-
methoxyestradiol in rats that craeated severe head trauma and investigate the

effectiveness of HIF-1-a, TNF-o and TERT gene expression.

Materials and methods: In this study used 98 number 3 months, weighing 250-350 g
male Sprague-Dawley species rats. Each 7 experimental group include 14 rats. All the
rats except sham group created head trauma. First controlled cortical impact model
through moderate-to-severe head trauma was created and drugs applied intraperitoneally
(ip) and after 30 min was performed. After the trauma to 3rd and 6th group adminstered
60 mg/kg pentoxifylline and to 4th and 7th group admistered 5 mg/kg 2-
methoxyestradiol. Post-traumatic blood was taken for the measurement of HIF-1a and
TNF-a mRNA expression, telomerase activity. After 24 hours in groups of acute,
chronic in groups of 30. days later, brain tissue and blood samples were taken by
sacrifice. After real-time PCR with HIF-1a, TNF-a and telomerase reverse transcriptase

(TERT) expression levels detected in both blood and brain tissue by real time PCR.

Results: We have observed that the obvious inhibitory effect of 2-ME on HIF-1a in the
acute phase was not exist in the chronic phase and the inhibitory effect on TNF-a was
obvious only in chronic phase and we have also observed that increased levels of TERT
were exist in chronic phase. As for Pentoxifylline, in both of acute and chronic phase,
its inhibitory effect on TNF-a level was higher in the blood samples than the brain
tissue samples. On the other hand, Pentoxifylline increased the HIF -1la level in the
brain parenchyma in the acute phase but although it was not statistically significant, it
decreased it in the chronic phase. We determined while it decreased the level of TERT

in chronic phase, it increased in the acute phase.



Conclusion: In this study, in the acute phase 2-methoxyestradiol reduces the level of
HIF-10, however, the impact was limited in the chronic period. Pentoxifylline; reduces

the TNF-a but increases HIF-1a. and TERT levels in the acute phase.

Keywords: HIF-1a, TNF-a, TERT, 2-methoxyestradiol, pentoxifylline, experimental

traumatic brain injury.
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1. GIRIS VE AMAC

Cagimizin en 6nemli problemlerinden biri haline gelmis olan kafa travmalari, dldiiriicii,
sakat birakici, uzun siire tedavi ve bakim gerektiren bir patolojidir. Travma sonrasi
normal fizyolojisi bozulan beyinde olusan hipoksi ve iskemi sebebiyle olusan ikincil

hasar ile mevcut hasar derinlesmektedir (1, 2).

Travmatik beyin hasarli (TBH) hastalarin tedavisinde bir¢ok tani ve tedavi metodlarinin
kullanima girmesine ragmen morbidite ve mortalite orani halen yiiksek seyretmektedir.
Travmaya bagli Oliimlerin yarisindan ¢ogunda kafa travmasi mevcuttur. Kafa
travmalarinda mortalite hiz1, travmay takip eden erken dénemde en yiiksektir. Oliimciil
seyreden kafa travmalariin yarisit hastaneye ulastirilamadan 6liimle sonuglanmakta,
travmaya bagli olup hastanede gergeklesen oliimlerin 2/3’si ilk 24 saat igerisinde ve bir
hekim tarafindan degerlendirilmesine ragmen meydana gelmektedir. Kafa travmasi
sonras1 kaybedilen hastalarin otopsilerinde; yaklasik %70’inde kafa i¢i basing artist

bulgulari saptanirken %60’1inda intrakranial hematom mevcuttur (3).

Travmatik serebral yaralanmalarda prognozu olumlu etkileyecek tek basina etkili bir
tedavi ajani heniiz ortaya konulamamistir. Agir kafa travmali hastalarda morbidite ve
mortaliteyi etkileyen travmaya bagl birincil etkilerinin yanisira; kafa ici basimng (KIiB)
artis1, hipoksi, iskemi ve metabolik olaylar gibi ikincil etkiler de vardir. Bu sebeple kafa
travmasinin direkt etkisiyle meydana gelen ve birincil doku harabiyeti olarak
adlandirilan olaylara ilave olarak; KIB’min artmasi, posttravmatik endokrin ve

biyokimyasal olaylar, herniasyon, beyin 6demi, beyin iskemisi, hipoksi ve hiperemi vs.



gibi ikincil olaylar1 birbirinden ayirmak, tedaviyi planlamak agisindan son derece

onemlidir (4).

Beynin, diger organlara gore oksidatif streslere karst savunma mekanizmasi daha azdir.
Bu nedenle beynin travmaya karsi antioksidan mekanizmalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Travmaya maruz kalan beyin, oksidanlara karsi ikincil hasardan

korundugu oranda normal fizyolojisine donebilir (5).

Travma ile olusan iskemi sonrasi noronal hasar1 onlemek ve kotii norolojik sonuglari
diizeltmek i¢in, hipoksi ve beyin 6demini derinlestiren molekullerin, genlerin Gretimini
veya dagilimini azaltmak gerekmektedir. Bunlari inhibe eden ajanlarin, tedavi edici
etkileri ile santral sinir sisteminde (SSS) travma veya iskemi sonrasi olusan kotii

norolojik tabloyu olumlu yoénde etkiledigi bildirilmistir (6).

Yeniden canlandirma sonrasi beyin kan akimi ve oksijenasyon diizeltildiginde fosfor
metabolitleri ve hiicre i¢i pH normal diizeyine doénmeye baslar. Ancak ilk
hasarlanmadan 6-48 saat sonra hiicre ici Ca*?, eksitotoksisite, serbest oksijen radikalleri
ve NO’in (nitrik oksit) yol actig1 mitokondri fonksiyon bozukluguna bagl ikincil enerji

yetmezligi olarak belirtilen ve beyin hasarini artiran donem ortaya ¢ikmaktadir (7).

Bu donemde dolasimdaki ve dokulardaki inflamatuvar hiicreler ve inflamatuvar
mediatorler gelisen beyin hasarina katkida bulunmaktadir. Hipoksik iskemik beyin
hasarindan alt1 saat sonra beyinde nétrofil, aktive makrofaj ve mikroglia birikimi ile
TNF-a ve IL-1B gen ekspresyonu ve sentezi artar. Ekstrensek yolakta apopitoz

sitokinlerce uyarilmis membran reseptorleri araciligi ile baslatilir (7).

Kafa travmasi sonrasi ikincil hasarin baslamasinda hipoksi ve beyin 6demi 6nemli
faktorlerdir. Kafa travmasi sonrasi hipoksi gostergesi olarak Hipoksi ile Indiiklenen
Faktor’in (HIF-1a) ve 6dem ile enflamasyon belirteci olarak da Timor Nekroz
Faktor’in (TNF-a) kan ve beyin dokusunda arttigi bilinmektedir. Ortaya ¢ikan hipoksi
ve enflamasyon hiicrenin apopitozise gitmesine sebep olmaktadir. Apopitozisin sebebi
olarak da hiicrede telomeraz aktivitesindeki degisiklikler sorumlu olarak

gosterilemktedir. Bu ¢alisma ile beyindeki hipoksi ve 6demin azaltilmasi, beynin ikincil



hasarlardan korunmasi amaglanmaktadir. 2-metoksidstradiol (2-ME) ve pentoksifilin
kullaniminin HIF-1a ve TNF-a {izerinden hipoksi ve beyin 6demini azaltmaya katkis1
nedeniyle hipoksi ve enflamasyonun dnlenmesi ve buna bagli olarak da apopitozisin

engellenmesinde katkis1 olabilecegi diigiiniilmiistiir (8-10)

Hipoksiye hiicresel yanit ¢ok asamali bir siire¢ olup transkripsiyonel yanitlarin ¢ogu
HIF’ler tarafindan diizenlenir. HIF-lo’nin tanimlanmasi, eritropoietinlerde (EPO)
kronik hipoksinin ¢arpict etki mekanizmalarinin arastirilmasina dayanir (11). Bu HIF
gen ailesinin ana elemanlar1 hipoksi ile indiiklenen genlerin ifadelenmesini aktive eden
HIF-1o geni ve digeri HIF-1a proteini ile heterodimer olusturan aryl hydrokarbon
reseptor niklear transloktor (ARNT) proteininin sentezinden sorumlu HIF-1p genidir
(12-15).

HIF-1a, hipoksi ile indiiklenen genleri aktive ettigi icin ana proteindir (15). HIF-1p,
oksijene yanit olusturmaz; fakat fonksiyonel HIF kompleksinin olusumu igin gereklidir.
HIF o/f heterodimerleri hedef genin glglendirici ya da promotorunda bir DNA
baglanma motifi olan hipoksi yanit elementleri (HRE) tizerindeki hedef genlere baglanir

(16).

HIF-1 proteinleri hiicre ve dokularda diisiik oksijen basincina adaptasyon, hiicre sag
kalimi ve ¢ogalmasi, anjiyogenez, eritropoez, glikoz alinimi1 ve demir metabolizmasi
gibi progeslere bagli bir¢ok genin hipoksiye transkripsiyonel aktivasyon cevaplarinin
anahtar dizenleyicisidir. HIF-1a normoksik kosullar altinda, oksijen bagimli prolin
hidroksilaz proteinleri (PHD) tarafindan hidroksillenir. Hidroksillenen HIF-1a alt
uniteleri sonraki degradasyonlar icin von Hippel-Lindau (VHL) proteininin hedefidir.
Bunun disinda HIF-lo’nin normoksik modifikasyonlart onun transkripsiyonel
aktivasyonunu da etkileyebilir. HIF-1o’nin C-terminal transaktivasyon domeynine
asparajin  Uzerindeki hidroksilasyon, HIF inhibe edici faktor (FIH) tarafindan
normokside Katalizlenir (17). Bu hidroksilasyon ile HIF-1o’nin transkripsiyonel ko-

aktivatorler ile etkilesimleri baskilanarak regiile edilir (18, 19).

HIF-1a sitoplazmada lokalize olmakla birlikte bazi fraksiyonlar icin gekirdekte de

bulunabilir. HIF-1a transkripsiyonu oksijen konsantrasyonundan bagimsizdir ve HIF-1a



stabilitesini etkilemez (20). Hipoksik kosullarda ne PHD’ler ne de HIF-la
fonksiyoneldir. HIF-1a proteazomal yikimdan kagarak sitozolde birikir ve stabil hale
gelir. Ardindan fosforillenerek niikleusa gecer ve HIF-p ile heterodimerik bir kompleks
olusturur. Bu kompleks hipoksiyle indiiklenebilen genlerin promotor ya da giiclendirici
DNA sekanslarmma baglanir. HRE’lere HIF baglanmast sonucu hedef genlerin
transkripsiyonu baslar (21, 22). Hipoksiye ek olarak, TNF-a ve interlokin 13 (IL-1pB)
gibi proinflamatuar sitokinler de HIF ifadesini tetikleyebilir (23).

2-ME, post-transkripsiyonel asamada etki eden giiclii bir HIF-la inhibitoridiir. 2-
ME’lin en 6nemli mekanizmasi neoanjiogenezin inhibisyonudur. 2-ME, HIF-1o’nin
ekspresyonunun, nikleer akiimilasyonun ve transkripsiyonel aktivitesinin inhibisyonu
ile yapmaktadir. HIF-1a giiclii bir anjiogenik ajan olan hipoksi ile salinimi uyarilan

VEGF’nin iiretilmesine aracilik etmektedir (24).

Pentoksifilin hiicresel fosfodiesterazlar1 (PDE) nonselektif olarak inhibe eden bir
metilksantin tirevidir. Fosfodiesteraz inhibitort pentoksifilinin hipoksik iskemik beyin
hasar1 oncesi uygulandiginda TNF-o diizeyini azaltarak koruyucu etkinlik gosterdigi
belirtilmektedir. TNF-a’nin  vaskiiler hasarin olusumuna katkida bulundugu

gosterilmistir (25).

Pentoksifilin antitrombotik, vazodilator, antimitojenik ve antiinflamatuar 6zellikleri
olan bir ilagtir. Fosfodiesterazlar siklik niikleotidlerin yikiminda rol alan enzim
grubudur. Pentoksifilin cesitli fosfodiesterazlar {izerinden etki ederek cAMP ve cGMP

yikimini engeller ve diizeylerini arttirir (26).

Pentoksifilin hiicre membran akiskanliginin saglanmasi, immun modiilasyon,
fibrinolizisin uyarilmasi, antikoagiilan etkiler ve fibroblast fizyolojisi iizerinde degisik

etkiler gibi gesitli farmakolojik 6zellikleri bulunan bir ilagtir (27).

Bu ¢alisma ile; pentoksifilin ve dstrojenin dogal metaboliti olan 2-ME inhibisyonu ile
sican travma modellerinde travmaya bagli serebral iskemi, hipoksi ve ikincil hasarin
engellenmesi amaglanmaktadir. Hipoksi ve iskemi sonucu ortaya ¢ikan HIF-1a tizerinde

bircok calisma mevcut olup travma iizerine ¢alismalar daha smirlidir. Hipoksik ve



iskemik olaylarda pentoksifilinin kullanimi mevcut iken, 2-ME’iin kullanimi mevcut
degildir. Bu galismada bu ilaglar1 kullanarak, bu ilaglarin kafa travmasi sonrasinda
gelisen ikincil hasarin onlenmesi iizerine olasi pozitif etkilerini HIF-1-a, TNF-a ve
TERT geni mRNA ekpresyonlari iizerinden gostererek klinige katki saglamayi ve elde
edilebilecek olas1 pozitif sonuglar ile bu ilaglarin klinikte kullanilmalarini

amaglamaktayiz (28, 29).



2. GENEL BILGILER

2.1 KAFA TRAVMASI
2.1.1. Tamim

Travmatik beyin hasari; kraniyum ve iceriklerine yonelik harici mekanik bir kuvvetin
uygulanmasinin  sonucu olup gecici ya da kalict bozukluklara, fonksiyonel

yetersizliklere veya psikolojik davranislara neden olur (3).

Kafa travmalar1; biitiin diinyada sik karsilagilan, adli, tibbi ve cerrahi yonleri ile bugin
icin hala 6nemli saglik, toplumsal ve ekonomik alanda sorundur. 21. yiizyilin her tiirlii
ileri teknolojisi ve medeniyet kosullarima ragmen tiim diinyada meydana gelen
yaralanmalar, tiim yaglardaki 6lim nedenleri arasinda ii¢lincli sirada yer almaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde Ulusal Bilim Akademisi, yaralanmalari “modern

toplumun ihmal edilmis hastalig1” olarak tanimlamaktadir (33, 34).
2.1.2. Epidemiyoloji

TBH’nin goriilme sikiligint kesin olarak saptamak zordur, ancak her yil 400/100.000
olarak bildirilmektedir. Dogumdan itibaren insanlar her yas ve cinste kafa travmalarina
maruz kalabilirler. Dogum esnasinda forseps kullanilmasi, besikten veya kucaktan
diismeler, yasin ilerlemesiyle ise siklik sirasina gore trafik, is, ev ve spor kazalar kafa

travmalariin nedenlerini olustururlar (3).



Travmaya bagli Oliimlerin yarisindan cogunda kafa travmast mevcuttur. Kafa
travmalarinda mortalite hizi, travmay: takip eden erken donemde en yuksektir. Kafa
travmasi sonrasi kaybedilen hastalarin otopsilerinde; yaklasik %70’inde kafa i¢i basing

artig1 bulgulari saptanirken %60’inda intrakranial hematom mevcuttur (35).

Travmaya bagh oliimlerin %50’si olay yerinde ilk birka¢ dakikada beyin, beyin sapi,
spinal kord, kalp ve biyik damar yaralanmalarina bagh gelismektedir. Oliimlerin
%30’u hastaneye nakil ve acil servis sathasinda subdural hematom, epidural hematom,
hemo-pnomotoraks, dalak riiptiirii, karaciger riiptiirii, pelvik kiriklar veya ciddi
kanamalara yol acan diger yaralanmalar nedeniyle ilk 3 saatte olmakta ve
kurtarilabilecek hasta grubunu olusturmaktadir. Bunun ise %20’si travmadan giinler

hatta haftalar sonra sepsis, multiorgan yetmezligi sonucu olmaktadir (36).

Ulkemizde ise tum Olim nedenleri igerisinde trafik kazalar iigiincii sirada yer
almaktadir (40). Emniyet Genel Midiirliigii verilerine gore ililkemizde 2000 yilinda
toplam motorlu ara¢ sayis1 8.320.449 iken bu say1 2013 yilinda 17.939.447 olarak
raporlanmistir. Son 5 yildaki ortalama arag¢ artis orani ise %35’in iizerinde kalmistir.

Ulkemizdeki siiriicii sayis1 ise 2013 verileriyle 25 milyonun iizerindedir (42).

Tiirkiye’de Emniyet Genel Midiirliigii verilerine gore 2013 yili toplam kaza sayist
1.207.354 olup, olay yerinde 6len kisi sayisi 3.685 iken bu say1 sonradan Slenlerle
birlikte 9.212’ye ¢ikmaktadir. Yarali sayist 274.829 olup bu rakamin %35’ini daimi sakat
kalan grup olusturmaktadir ki 13.741 kisidir. %15 oraninda ise gegici sakatlik yasan
grubun oranidir. Bu sonuglardan tilkemizde her yil Onlenebilir nedenlerle yaklasik
binlerce kisinin yasamini kaybettigi, yiizbinlerce kisinin yaralandigi, bunlarin bir
kisminin eski isine donemedigi, biiylik boyutta sosyoekonomik kaybin olustugu
anlagilmaktadir. Yine ayni istatistik verilerine gore Olenlerin %25’ini 0-14 yas grubu

olusturmaktadir (41, 42).
2.1.3 Simiflama

Kafa travmasinin evrensel olarak bilinen ve kabul edilen ortak bir siniflamasi yoktur.

Glasgow koma skalas1 (GKS), kullanilan ilk travma skorlarindan olup bozulmus biling



durumu ve komanin siire ve derinliginin degerlendirilebilmesi i¢in Jennett ve Teasdale
tarafindan 1974 yilinda tasarlanmistir. Matematiksel siiflamalar arasinda en sik,
evrensel olarak kabul edilen GKS kullanilmaktadir. GKS beyin harabiyetinin siddetini
pratik olarak en iyi gosterdigi kabul edilmektedir. GKS canlilik ve serebral korteksin
fonksiyonlarmi belirler (43). GKS 15 puan {izerinden hesaplanmakta olup en diisiik

degeri 3 puandir.
2.1.4. Kafa Travmasinda Fizyopatoloji

Ozellikle son 20 yilda kafa travmalarmin fizyopatolojisi hakkindaki bilgilerde artis,
yogun bakimdaki hasta bakim tekniklerindeki gelismeler ve travmatik beyin hasarindan
sonra geligen ikincil noronal hasarin fizyolojisinin anlagilmasi ile birlikte mortalite

oranlar1 azalmig, prognozda belirgin diizelmeler gozlenmistir (45).

Travma sonucu SSS’de ilk olarak birincil beyin hasar1 meydana gelmekte, birincil beyin
hasarini takiben ortaya ¢ikan birgok karmasik fizyopatolojik olaylara bagli olarak ikincil
beyin hasar1 olugsmaktadir. Birincil hasarin kendisi serebral vaskiiler yapilarda yirtilma
ve kopmalara da yol agmaktadir. ikincil hasarm temelini olusturan hiicresel olaylar
dongiisii; birincil hasarla baslamakta ve ilk saatlerde enflamatuar, eksitotoksik, oksidatif
stres, metabolik, vaskiiler ve mitokondriyal mekanizmalarla aktive olmaktadir. Ikincil
beyin hasar1 primer travmayi takiben saatler ya da giinler i¢inde meydana gelir. Hemen

daima bittnlyle iskemik tipte olup %80’in tlizerinde fatal seyreder (46).

Kafa travmalarindaki tedavinin amaci gecikmis, mekanik olmayan ikincil beyin
yaralanmalarin1 6nlemeye ya da en aza indirmeye yoneliktir. Clnki direkt mekanik

travmanin sonucu olan birincil yaralanma tedaviden etkilenmez (3).

Travmatik serebral yaralanmalarda prognozu olumlu etkileyecek tek basina etkili bir
tedavi ajani heniiz ortaya konamamistir. Kafa travmasinin direkt etkisiyle meydana
gelen ve birincil doku harabiyeti olarak adlandirilan olaylara ek olarak; KIB’1 artmast,
posttravmatik endokrin ve biyokimyasal olaylar, herniasyon, beyin 6demi, beyin
iskemisi, hipoksi ve hiperemi vs. gibi ikincil olaylar1 birbirinden ayirmak, tedaviyi

planlamak agisindan son derece énemlidir (4).



Birincil beyin yaralanmalari, travma aninda ya travmanin direkt etkisi sonucu beyin
parankiminde ya da akselerasyon ve deserelasyon kuvvetlerine bagli uzun beyaz cevher
traktuslarinda meydana gelir. Beyin parankimasina olan direkt travma, beynin kemik
protuberanslara c¢arpmasinin veya beynin kemik fragmanlar ya da yabanci cisim
tarafindan penetrasyonu sonucu olusur. Akselerasyon-deselerasyon kuvvetleri uzun
beyaz cevher traktuslarinda kopup ayrilmaya neden olarak aksonal bozulma ve ikincil

hilcre 6ltmlerine yol acarlar (3).

ikincil beyin yaralanmalan baslangi¢ travmasimi takip eden sistemik ve intrakranyal
olaylardir. Primer travmaya bir yanit olarak meydana ¢ikarlar ve noronal harabiyet ile
hiicre 6liimiine yol agarlar. Primer travma tarafindan tetiklenen enflamatuvar olaylar bir
dizi biomolekiiler degisikliklerin bir sonucu olup mikrosirkiilasyonun bozulmasina ve
noronal biitiinliiglin ortadan kalkmasina yol agarlar. Dolayisiyla sistemik hipotansiyon,
hipoksi, hiperkapni, siddetli hipokapni, artan intrakranyal basing, ates, hiponatremi,
anemi, diffiz intravaskuler koagilopati gibi ikincil yaralanmalar beyin travmasi ya da
multipl travmalar tarafindan baglatilan bir seri fizyolojik degisikliklerin biyokimyasal
sonuglaridir. Intrakranyal olaylar ise kanama (epidural, subdural, intraparankimal),
beyin ddemi, intrakranyal hipertansiyon, serebral vazospazm, intrakranyal enfeksiyon,

epilepsidir (3).

Ikincil beyin harabiyetinde major (i¢ neden olarak hipoksi % 30 (PaO2 < 65 mmHg),
hipotansiyon % 13 (sistolik kan basinct < 90 mmHg ) ve anemi % 12 (hematokrit < %

30 ) bulunmustur (3).

Beynin, diger organlara gore oksidatif streslere kars1 savunma mekanizmasi daha azdir.
Bu nedenle beynin travmaya karsi antioksidan mekanizmalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Travmaya maruz kalan beyin, oksidanlara karsi ikincil hasardan

korundugu oranda normal fizyolojisine dénebilir (5).

Travma ile olusan iskemi sonrasi noronal hasar1 dnlemek ve kotii ndrolojik sonuclar
diizeltmek icin, hipoksi ve beyin 6demini derinlestiren molekiillerin iiretimini veya
dagilimini azaltmak gerekmektedir. Bunlari inhibe eden ajanlarin tedavi edici etkilerinin

travma veya iskemi sonrast olusan kotii norolojik tabloyu olumlu ydnde etkiledigi



bildirilmigtir. Geri donilislimsiiz doku hasarmin gelismesi icin serebral kan akiminin

TBH’l1 hastalarda 15 ml/100g/dak’nin altina diismesi gerekmektedir (6, 47).

Kafa travmasi sonrasi ikincil hasarin baslamasinda hipoksi ve beyin ddemi 6nemli
faktorlerdir. Kafa travmasi sonrasi viicutta lokal ve sistemik inflamatuar bir siire¢
baslamaktadir. Bu slire¢ immiin diizenleyici hiicrelerin aktive olmasi, proinflamatuar
sitokinlerin, arasidonik asit metabolitlerinin, kontakt faz proteinlerinin, hormonal
mediatorlerin  salinimi, koagiilasyon sistemi ve akut faz proteinlerinin senteziyle

karakterizedir (48, 49).

Beyin hasarini takiben noronal hasarin yayilmasinda rol oynadigi diisiiniilen bir¢cok
biyokimyasal madde bulunmaktadir. Bu maddelerin salinimi hiicrelerin membran
biitiinltiglinli bozarak ve iyon degisikliklerine yol acarak hasar gérmiis olan beynin daha
da kotiilesmesine yol acan bir siireci baglatmaktadir. Bu maddeler glutamat ve aspartat

gibi eksitator aminoasitler, sitokinler ve serbest radikallerdir (3, 50).

Yaralanmadan sonraki saatler icinde TNF, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar
enzimlerin miktar1t artar. Doku hasarinin ilerlemesi direkt olarak norotoksik
mediyatorlerin salinnmma veya indirekt olarak nitrik oksit (NO) ve sitokinlerin
salmimina baghdir. Vazokonstriktorlerin biraz daha salinmasi (prostaglandinler ve
16kotrienler), 16kosit ve trombosit adezyonu ile mikrovaskiiler yapinin obliterasyonu ve
0dem olusumu doku perfiizyonunu daha da azaltir ve ardindan sekonder beyin hasarini

siddetlendirir (51).

Mekanik yer degistirme sonucu morfolojik yaralanma (6rn. Vaskiiler distorsiyon),
otoregiilasyonun  bozulmasiyla gelisen hipotansiyon, NO veya kolinerjik
norotransmitterlerin yetersizligi ve prostaglandinin indiikledigi vazokonstriksiyonun

artmasi da posttravmatik iskeminin mekanizmalarin iginde yer alir (51, 52, 53)

Serebral travmada direkt doku harabiyeti ile serebral kan akimi ve metabolizma
regiilasyonu bozulmaktadir. Bu iskemiye benzer tablo, anaerobik glikolizise bagl laktik
asid birikimine, artan zar gegirgenligine ve ardisik 6dem olusumuna yol agmaktadir.

Anaerobik metabolizma hiicresel enerji durumunu saglamakta yetersiz kaldigindan
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adenosin trifosfat (ATP) depolari tiikenir ve enerji bagimli zar iyon pompalarinda
bozulma meydana gelir. Ikinci asamada ise glutamat, aspartat gibi eksitatuar
norotransmitterlerde asir1 salinim, voltaj bagimli Ca™ ve Na' kanallarin aktivasyonuyla
terminal zar depolarizasyonu gerceklesmektedir. Ardisik Ca™™ ve Na' girisleri hiicre ici
katabolik siirece neden olmakta, sonucta Ca'™; lipid peroksidaz, proteaz ve
fosfolipazlar1 aktive etmekte ve buna bagli olarak sirayla serbest yag asitleri ve serbest
radikallerin hiicre i¢i dilizeyleri artmaktadir. Caspas’larin, translokazlarin ve
endoniikleazlarin aktivasyonu biyolojik zarlarda ve niikleosomal
deoksiribonukleotit’lerde fragmentasyon degisikliklerini baslatmaktadir. Tiim bu olaylar
birlikte damar, hiicre zarlarinda, hiicre yapilarinda bozulmaya ve sonugta da nekrotik

veya programlanmis hiicre 6limiine (Apopitozis) neden olmaktadir (3, 54).
2.1.5. Kafa Travmasinda Enflamasyon

Kafa travmasi sonucu kan beyin bariyerinin bozulmasi ile SSS’ne gegen dogal 6ldiirticu
lenfositler, T lenfositler, polimorfonikleer l6kositler (PMNL) gibi periferik kaynakli
hlcreler gibi astrosit ve ndronlar da sitokin sekrete ederek inflamasyona ve beyin
hasarina katkida bulunmaktadir. Inflamasyon bélgesinde, aktive kapiller endotelyal
yizeyde bulunan ICAM-1 (intraselluler Adezyon Molekiilii), VCAM-1 (Vaskiler
Hicre Adezyon Molekull), P-selektin ile I6kosit ylzeyinde bulunan CD11/CD18, L-
selektin adezyon molekiilerinin etkilesmesiyle 16kositlerin transmigrasyonu ve

diapedezini saglanmaktadir (54).

PMNL’ler adhezyon molekiilleri araciliiyla yayildik¢ca hem defektif ve hem de saglam
endotelial hiicre tabakalarma yapigsmaktadir. Bu hiicreler makrofajlar ve T-hucreleri ile
birlikte yaralanmis dokuyu infiltre ederler. Bu enflamatuvar siirece yanit olarak yarali
ve ¢evre doku elimine edilir. Bu baslangi¢ olaylar daha sonra vaskiler endotelde
degisiklikler ve kemotaksis yoluyla ekstraserebral inflamatuar hiicrelerin girigini
kolaylagtiran bir¢ok proinflamatuar ve antinflamatuar mediator salinimini uyarmaktadir.
Mikroglia ve monositlerce salinan NO ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktor( vaskiler

dilatasyona, kapiller kagaga ve ektraselluler 6dem olusumuna yol agmaktadir (54, 57)
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Travmayi takip eden saatler igerisinde inflamasyonu baslatan proinflamatuar sitokinler
sentezlenmektedir (58). TNF-a makrofajlar tarafindan salinan néronlarin sag kaliminda,
onariminda, gelisiminde ve beyin dokusunda gelisen inflamasyonda belirgin rolii olan
multifonksiyonel proinflamatuar bir mediatdrdur. Makrofajlardan diger mediatOrlerin
salinimini uyarmaktadir. KBB’nin permeabilitesini artirmakta, serebrovaskuler endotele
l6kosit adezyonunu saglamakta, prokoagllan procgesler yoluyla doku hasar
olusturabilmektedir (58).

Tim inflamatuar periyod boyunca olusan komponenetler SSS hiicrelerinin de
inflamatuar yetenekleri oldugunu; mikroglia, astrositler ve perivaskiler hicrelerin de
monosit/makrofajlar gibi sitokin ve inflamatuar mediator salgiladigini gostermektedir.
Yapilan son ¢alismalarda néronlarin immun sistemi aktive ederek inflamasyonu azaltici

yonde ozelliklerinin bulundugu belirtilmektedir (57).
2.2. HIPOKSI ILE iNDUKLENEN FAKTOR-1a (HIF-10)

Oksijen, aktif hiicresel islevlerin gogunlugu icin enerji kaynagi olan ATP’nin tiretildigi
aerobik glukoz metabolizmasinda son elektron alicisidir. Hiicreler hipoksiyi fark eden
ve hipoksi ile tetiklenen faktor aracilig: ile isleyen hizli ve etkin bir molekuler yanit
sistemine sahiptir. Bu, transkripsiyonel regilator oksijen destegini artiran ve anaerobik

ATP Uretimini destekleyen bir¢ok adaptif genin induksiyonuna aracilik eder (60).

HIF’in tanimlanmasi, eritropoietinlerde kronik hipoksinin ¢arpici etki mekanizmalarinin
aragtirtlmasina dayanir. Eritropoietin geninde yalnizca hipoksik kosullar boyunca
kisitlanan bir protein kompleksi kesfedildi. Bu protein kompleksine baglanarak EPO
geninin transkripsiyonunun artmasina ve sonug olarak EPO iiretiminde artisa neden

olmustur. Bu kompleks daha sonralar1 HIF-1 olarak isimlendirildi (11).

HIF-1, PAS (Per-Arnt-Sim) ailesinden HIF-1a. ve ARNT (Aril Hidrokarbon Niiklear
Translokator-HIF-1B) gibi iki heliks-loop-heliks proteinlerinden olugmus bir
heterodimer komplekstir. Bunlardan HIF-1a, hipoksi ile indiiklenen genleri aktive ettigi

icin ana proteindir (15, 61).
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HIF’in kesfinden sonra hakkinda bildiklerimiz giderek artmistir. Hipoksinin gen
ekpresyonu yoluyla hiicre biyolojisi ve memeli fizyolojisindeki 6nemi ve oksijen

homeostazinda oynadigi kritik rol arastirmacilar1 bu alanda calismaya cezbetmistir.
2.2.1. HIF-1 Genleri, Proteinleri ve Islevleri

HIF-1 proteinleri hiicre ve dokularda diisiik oksijen basincina adaptasyon, hiicre sag
kalimi1, metabolizmas1 ve ¢ogalmasi, anjiyogenez, vaskiler tonus, eritropoez, glikoz
alinim1 ve demir metabolizmas1 ve diger fonksiyonlar1 regiile eden proteinleri kodlayan

birgok genin aktivasyon cevaplarinin anahtar diizenleyicisidir. (60, 66).

Guniimuzde gen bankasinda, homoloji aragtirmalari ve klonlama deneylerinde HIF-2a
(ayrica endotelial PAS protein olarak da bilinir) ve HIF-3 gibi bu ailenin diger tiyeleri
de bulunmustur. HIF-2a protein yapist agisindan biyik o6lglide HIF-1a’ya benzerlik
gosterir. Ancak dokuya 6zgl ifadelenmektedir. HIF-1a her hiicrede bulunabilirken,
HIF-2a fare karacigerinde, tiibiiler sistemin gelismesinde ve vaskiiler endotel hiicrelerin
yeniden yapilanmalarinda gérev alir ve bu dokularda yogun sekilde goraltrler. HIF-1 ve
HIF-2 hipoksik ortamla indiklenerek HIF-1B subiinitesinden ayrilir ve pek ¢ok
transkripsiyonel aktivitelere aract olur. HIF-1a ve HIF-2a olduk¢a benzer olmalarina ve
HIF-1B ile dimer olusturarak hedef genlerin aynt DNA sekanslarina baglanmalarina
karsilik farkli doku ve hiicresel yaygmliga sahip olabilirler ve belkide farkli hedef
genleri aktive edebilirler (12, 62).

HIF-1 alt Gnitelerinin en az karakterize edileni HIF-3a olup ¢ok sayida alternatif
splayzing (alternatif kesip-ekleme) secenekleri vermesi yonunden tek olanidir. HIF-
3o’nin splayzing seceneklerinden biri olan inhibitr PAS domeyn proteininin (IPAS)
HIF-1a’ya negatif bir regiilatér gibi davrandigi ve bu nedenle HIF-3a’nin genellikle
HIF sisteminin bir antagonisti olabilecegi belirtilmistir. HIF-30, HIF-1a ile homolog
olmasina ragmen, fizyolojideki rolii belli degildir. Ancak hipoksiye olan genetik cevabi
negatif yonde etkileyerek gorev yapar. HIF-3a’nin HIF-2a iizerine inhibitor etkileri de
bildirilmistir (12, 62, 63, 64, 65).
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Hiicre ve organlar oksijen basincindaki degisikliklere uyum saglama ihtiyacindadirlar.
HIF-1’in adaptasyonu ile regiile edilen farkli fonksiyonlu 100’den fazla gen
tamimlanmistir. HIF-1, hedef genlerin giclendirici ve promotor bdlgelerinde lokalize
olmus 50 baz c¢iftli HRE bolgesine baglanarak, bu genlerin ekpresyonlarini aktive
etmektedir (11).

Onemli hiicresel fonksiyonlarin idamesinde oksijen transkripsiyonel bir sinyal gorevi
goriir. Boylece de fizyolojik ve patolojik bir siire¢ baslatilmis olur. Hipoksiye cevap
olarak organizmalar adaptasyon asamasinda g¢esitli mekanizmalar gelistirirler. Genetik
olarak transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel olaylarla bazi genler pozitif yonde
aktive edilirken baz1 genler de inaktif ya da negatif yonde etkilenir. Hipoksiye hiicresel
yanit ¢cok asamali bir siiregtir ve transkripsiyonel yanitlarin ¢ogu HIF’ler tarafindan
dizenlenir. HIF-1°de uzun zamandir arastirilan ve hipoksi esnasinda transkripsiyonu

duzenleyen baslica proteinlerden biridir (67).

HIF-1 bir nukleer proteindir ve hicrenin O, hemostazinda 6nemli bir role sahiptir. HIF-
1, HIF-1a ve HIF-1B subiinitelerinden olusan bir heterodimerik komplekstir. HIF-13
pek cok proteinde de bulunan ve hem hipoksi hem de normal O, saturasyonunda
eksprese edilen yapisal pargadir. HIF-1a ise ortamda bulunan O, miktar1 ile regile
edilen ve HIF-1"in aktivitesini belirleyen regulator subtnittir (68).

Oksijen konsantrasyonundaki degisimlere bagli olarak HIF-1 ile regile edilen genlerin
transkripsiyonunda diizenlemeler gerceklesir. HIF-1p’nin siirekli eksprese edilmesinden
farkli olarak HIF-1a ekspresyonu azalan O, konsantrasyonuna bagli olarak artar (69).
Hipoksiye ek olarak, TNF-o ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinler de HIF ifadesini
tetikleyebilir (23).

Hipoksiye hizli bir sekilde cevap verebilmek i¢in hiicreler HIF-1a proteinini diizenli ve
devamli olarak hipoksik olmayan kosullarda da sentez ve elimine ederler (70). HIF-1a
alt tinitesi normoksik kosullarda kararsizdir ve sonraki degradasyonlar i¢in E3 ubiquitin
ligaz kompleksinin bir parcasi olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik kosullarda
HIF-1a proteazomal yikimdan kagar, sitozolde birikir, kararli hale gelir, fosforillenir ve

nikleusa gecerek HIF-1B ile heterodimerik bir kompleks olusturur. Bu kompleks
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hipoksiyle indiiklenebilen genlerin giiclendirici ya da promotdriine bir DNA baglanma
motifi olan hipoksi cevap elementleri ile baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonlarini

baslatir (16, 21, 22, 71, 72).

HIF-1a ekspresyonunun kaybina bagli olarak endotel hiicrelerinde proliferasyon,
kemotaksis ve ekstraselliler matriks penetrasyonu gibi anjiogenez asamalarinda
farkliliklar olur (73).

Eritropoezis

Anjiogenezis, vaskiler tonus

pH regllasyonu

Transcription ATP metabolizmasi

Glukoz, aminoasit metabolizmasi
l Hedef genler

Proteolizis

Hiicre ¢ogalmasi, apopitoz

Transkripsiyonel aktivasyon

L Hiicre adhezyonu

Sekil 1: HIF-1a, HIF-1P heterodimerlerinin HRE’e baglanmasi ve aktive olan olaylar.
(74, 75). (HIF: Hipoksi ile indiiklenen faktér, HRE: Hipoksi yanit elementleri)

Oksijen konsantrasyonuna duyarli HIF-1 aktivitesini regiile etmede esas Oneme
hidroksilazlar sahip olmakla birlikte, HIF-1 aktivitesinin kontroliinde yardimei diger
mekanizmalar da vardr. Hicrelerde sinyal iletiminde merkezi rol oynayan mitojen
tarafindan aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu regiilasyonda MAPK
ailesinin proteinleri olan serin/treonin kinazlarin rol aldigi gosterilmistir. HIF-1’in
fosforilasyonu HIF-1p ile dimerlesmesine ve hedef genlerin promotor ya da giiglendirici
DNA sekanslarina baglanmasina boylece transkripsiyonel aktiviteye yol acar (13, 82,
83, 84).
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2.2.2. HIF-1’in Hedef Genleri

Arteriyel endotel hiicrelerinde, insan genlerinin %2’den fazlasinin, direkt veya indirekt
olarak HIF-1 tarafindan regiile edildigi bildirilmistir (9, 85, 86). Bu, transkripsiyonel
regulator oksijen destegini artiran ve anaerobik ATP dretimini destekleyen birgok
adaptif genin induksiyonuna aracilik eder. Bu genler, glukoz transporter- 1 (GLUT-1),
glikolitik enzimler, vaskuler endotelyal biylime faktori (VEGF), NO sentetaz (NOS),
adrenomedullin, karbonik anhidraz, p adrenerjik reseptorler ve eritropoietini kodlayan
genleri icermekte olup HIF-1 tarafindan aktive edilen genlerin bazilari listelenmistir.
Bunlar hiicre blyimesi, anjiogenez, hlicre metabolizmasi ve yasamasi ile ilgilidir (60,
87, 88, 89)

HIF-1 diizeyi hipoksik kosullarla iligkili olan akut tiibiiler nekroz, ateroskeroz,

kanserler, kronik inflamasyon ve serebral iskemi gibi durumlardan etkilenir (92).

HIF-1’in transkripsiyonunu uyardigt VEGF anjiyogenezin ve vaskiiler gegirgenligin
anahtar dizenleyicisidir. VEGF, endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu, migrasyonunu
ve canli kalmasmi diizenler. Ayrica, bir¢ok antiapoptotik proteinin ekspresyonunu
duzenler ve vaskiiler gegirgenligi artirir (93, 94). VEGF ayrica, néronlar da dahil olmak
tizere, diger hiicrelerde bulunan reseptorlere de baglanir. Son ¢alismalarda direkt olarak
noral hiicreleri etkileyebildigini gostermistir. VEGF noronlarda apoptozu inhibe ederek

noroprotektif etki gosterir (60, 95, 96 ).
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Tablo 1. Hipoksi ile regiile edilen genler ve tetiklenen cevabin effektorleri (60)

Effektor

Mekanizma

Glukoz transporter-1

KBB’den glukoz transportu

Laktat dehidrogenaz-1

Pirtivatin laktata doniisiinii artirir

Pirtivat dehidrogenaz kinaz-1

Pirtivatin ~ asetil koA’ya  doniislimiindeki

piriivat dehidrogenaz aktivitesini azaltir

Karbonik anhidraz

pH regilasyonu

Adrenomedullin

Vazodilatasyon

B-adrenerjik reseptor

vazodilatasyon

Vaskuler endotelyal blyiume faktori

Proliferasyon,  migrasyon ve  endotel
hiicrelerinin canli kalmasi, vazodilatasyon,

artmi§ permeabilite, apopitozisin inhibisyonu

Eritopoietin Eritropoez, apopitoz inhibisyonu, anjiogenez,
norotrfizm, inflamasyon inhibisyonu, KBB
gecirgenlik azalmasi, hiicresel ddem azalmasi

Endotelin-1 En gicli vazokonstiiktor (kalpte, noral
dokuda, koroid pleksusta)

TERT Telomer uglarinin korunmasini saglar.

NO sentetaz

NO sentezi

Leptin

Arcuat nuc ve hipotalamusa etki eden yag

dokudan salinan tokluk hormonu

HIF-1a prolil hidroksilaz

HIF-1a’y1 inaktive eder

Eritropoietin mRNA’s1 insan beyninde esas olarak korteks ve hipokampusta eksprese

olur. Noronlar, astrositler, mikroglia ve beyin endotelyal hicreleri EPO reseptorlerini

eksprese eder. Bu reseptorler Ozellikle kapillerlerin etrafindaki astrosit ayak

cikintilarinda cok sayida bulunmaktadir. EPO ekspresyonu hipoksi ile gucli sekilde

reglile edilirken, EPO reseptorlerinin ekspresyonu HIF-1a’ya sensitif degildir. Ancak

proinflamatuvar sitokinler ve EPO’nun kendisi tarafindan upregiile edilir (23, 97, 98,

99).
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EPO’nun SSS’de, noroproteksiyon, norotrofizm, anjiyogenez, immunomodulasyon ve
sinaptik plastisite de dahil olmak Uzere parakrin etkileri olduguna cok sayida kanit
bulunmaktadir. Eritropoietinin hipoksi, iskemi, kafa travmas: ya da nobetler gibi
durumlarda noronal canliligini sirdirilmesinde 6nemli rolt olabilir. Astrositlerden
hipoksi ile tetiklenen EPO salinimi ndronlarda glutamat salinim: ve apopitozisi inhibe
edebilir. EPO’nun noroprotektif etkilerine aracilik eden reseptorler eritropoezi
saglayanlardan farkli gibi gorinmektedir. Eritropoietin ayrica, astrositlerin
proliferasyonunu, oligodendrositlerin farklilasmasini, anjiyogenezi diizenler ve KBB’ni
VEGF aracili artmis gecirgenlige karst korur (23, 97, 98, 100).

2.3 TUMOR NEKROZIS FAKTOR-a (TNF-a)

TNF-a, ilk kez 1975 yilinda Carswell ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis olup
endotoksinler ile indiklenen ve sarkomlarda hemorojik nekroza neden olan bir
glikoprotein olarak tariflenen TNF-o’nin zaman iginde birgok inflamatuar, enfeksiyoz
ve malign olayda rol oynadigi tespit edilmistir. 1985 yilinda ilk kez insan kaynakli
TNF-o klonlanmistir ve daha sonra anti-TNF-a antikorlar ile solubl TNF reseptorleri
tretilmistir. Bununla bir¢ok inflamatuar hastaligin tedavisinde kullanilmaya

baglanmistir (101).

Sitokinler intraselliiler iletisimin medyatorleri olarak gorev yapan dogal olarak Uretilen
bir grup proteinlerdir. Sitokinler enfeksiyon, inflamasyon, otoimmun, travmatik ve
iskemik hasara karsi koruyucu cevaplart sirasinda homeostazisi korurken hiicre

fonksiyonlarini regiile ederler (102).

TNF-0, ¢ok sayida sitokin tarafinda olusturulan peptid mediyator ailesinin bir Uyesidir.
Bu aileye ait diger liyeler arasinda lenfotoksin-a, Fas ligand ve CD40 ligand yer alir.
TNF-o dogal ve kazanilmis immiinite, hiicre proliferasyonu ve apoptoziste rol oynayan
ve oOnemli proinflamatuvar Ozelliklere sahip olan bir sitokindir. Bu sitokin basta
makrofaj ve monositler olmak (izere, T hiicreleri, diiz kaslar, adipositler ve fibroblastlar

tarafindan tiretilmektedir (101, 103).
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TNF, proinflamatuar sitokinler i¢inde en erken salgilanan ve konak¢i cevabindaki en
giiclii mediatordiir. Nonglikolize bir transmembran proteinidir. Iki ¢esit TNF vardur.
Aktif makrofajlardan salinan TNF-a ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-f’dir.
Birgok inflamatuar ve otoimmiin hastalifin patogeneziyle iliskili oldugu diisiiniilen
immiin diizenleyici yanitlart da iceren ¢ok sayida biyolojik etkiye sahip olan pleitropik
bir sitokindir. Biyolojik aktiviteleri birbirlerinden tamamen farkli olan bu iki tip TNF-

o’nin trimerik formlar1 aktiftir (104).

TNF-o’nin  sinyal iletim yolaklar1 olduk¢a karmasiktir ve halen tam olarak
aydinlatilamamistir. TNF-a sinyal iletimindeki en Onemli faktorlerden biri
transkripsiyon faktorii NFkB araciligi ile diizenlenmesidir. TNF-a-NF«xB yolagini
kontrol eden 300 civarinda molekiler baglanti tespit edilmistir (105).

Sitokinler hedef hiicrelere spesifik yiizey reseptorleri ile baglanarak etkilerini baglatirlar.
Bu reseptorler baglarina ¢ok yiiksek afinite gosterirler. Cok kiiciik sitokin miktarlar
Ozel bir hicresel cevaba neden olan intraselliler sinyal kaskadini baslatabilir.
Proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IF-y ve IL-6) SSS’de ¢ok yonlii etkileri vardir
(102).

TNF-0, proinflamatuvar ve programli hiicre 6liimii yolaklarini TNFR1 araciligi ile
gerceklestirirken, doku tamiri ve anjiyogenez fonksiyonunu TNFR2 araciligi ile

yapmaktadir (101).
2.3.1 TNF-a’nmin fizyolojik rolii:

Saglikli kisilerin serum ve dokularinda TNF-a ekspresyonu tespit edilememektedir.
Ancak organizma inflamatuvar ya da enfeksiyoz bir uyart ile karsilastiginda TNF-a
uretimi gerceklesmektedir. TNF-a’nin major biyolojik rolii bakteriyel, viral ya da
paraziter enfeksiyonlara kars1 organizmay1 savunmaktir. Adaptif immiinitede TNF-a ve
TNFR1 6nemli rol oynar. Bunlar organizmanin patojene maksimum yanit vermesini
saglar. TNFR1, T htcre aktivasyonunda bir kostimilatordur ve aktif T htcreleri
tarafindan eksprese edilir. TNF-a’nin en dnemli fonksiyonu ise dogal immiin sistem

tarafindan gergeklestirilen inflamatuar reaksiyonu baglatmasidir (105).
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TNF-a embriyonik beyinde, spinal kord ve periferal sinirlerde fazlaca eksprese edilir.
TNF-o sagliklt eriskin fare ve sican beyninde de gozlenmistir. SSS’de TNF-a
tiretimindeki artiglar; SSS parankiminde dejenerasyon ile birlikte olan hastaliklar,
travmatik hasar, iskemi ve enfeksiyona bagli hasardan sonra da goriilebilir (110). TNF-

a iskemik beyinde eksprese edilmistir (111).

TNF-a invitro olarak myelin ve oligodendrosit hasarini uyarir, TNF-a mikroglial
hiicreleri aktive edebilir ve invivo olarak hiicre Oliimi ile sonuglanan sig¢an
oligodendrositlerine karst sitotoksik aktivitesi de vardir. Vaskiiler endotelyal
koagiilasyon ve enflamasyon cevaplari ile de aktif olarak iliskilidir. Bir¢ok endotelyal
hiicre aktivitelerinin hiicre ylizey molekiillerinin modiilasyonu TNF tarafindan

diizenlenebilecegi gosterilmistir (112, 113, 114).

TNF-a, beyin hasarindan sonra hizla artan pleotropik (cok yerde etkili olan) bir
sitokindir. Eksojen TNF-a fokal iskemik lezyonu daha ¢ok arttirir, bloke edici endojen
TNF-a ise noroprotektiftir. TNF-a’nin spesifik etkileri anti-TNF-a ile antagonize
edilerek gosterilmistir. TNF- a toksisitesi ndronlara direkt etki yoluna, glutamat néron
sensivitesinin modulasyonuna ve oksijen radikallerine baghh degildir. TNF-o’nin
toksisitesi ndron olmayan hiicreler yolu ile olusturulur. TNF-o’ nin akut artig1 koruyucu
degildir, hatta iskemik hasar1 arttirir. Bu nedenle akut artmis TNF-a aktivitesinin bloke

edilmesi noroprotektiftir (115).
2.3.2 inflamatuvar yamtta TNF-a’nin etkisi:

Her ne kadar TNF reseptorleri bircok hiicre ve dokuda eksprese olsa da TNF-a’nin
bircok proinflamatuvar etkisi vaskiler endotel ve endotel-16kosit etkilesimi tizerinden
olmaktadir. TNF-a; IL-8 ve IL-10 gibi ¢esitli kemokinlerin sentezini ve endotel
hicrelerinde E-selektin, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon molekillerinin
ekspresyonunu artirir. Sonug olarak TNF-a antijenden tamamen bagimsiz olarak bir¢cok
farkli 16kosit grubunu harekete gegirir. Inflamasyonun klasik triadinin ortaya
¢ikmasindan da TNF-a ile endotel hiicre iliskisi sorumludur. TNF-o siklooksijenaz 2
ekspresyonunu ve endotelden PGl iiretimini artirir. Bunun sonucunda artmis lokal kan

akimina bagli olarak rubor ve kalor meydana gelir. Tumorise TNF-a aracili artmis
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vaskiiler permeabilite nedeniyle makromolekiil ve sivinin damar duvarindan
transendotelyal olarak disar1 ¢ikmasi nedeniyle olur. Bunlara ek olarak TNF-a
trombomodulin gibi proteinleri azaltir ve intravaskiiler trombiis gelisimine neden olur

(117, 118).

Iskemik beyinde sitokin molekiillerinin sadece hasar verici yonde degil noroprotektif
etkileri de vardir. Bazi beyin hasarlariin patolojisinin altinda yatan norogliovaskuler
etkilesimde beyindeki sitokinler ve kemokinlerin dnemli rolleri vardir. Bu nedenle SSS
hastaliklarinda etkin tedavi yontemlerinin gelismesinde sitokinler ve kemokinler dnemli
hedefler olabilirler (119, 120)

Konak yanitinin en erken ve en giiglii mediatéru olan TNF-a ¢oklu travmanin akut
doneminde ilk 20 dakika i¢inde salinimi olmaktadir. En yiiksek konsantrasyonlara bir
iki saat icinde ulasmakta ve 4-6 saat arasinda anlamli olarak azalmaktadir. Sonug
olarak; TNF-o travma sonrasindaki immunoinflamatuar yanitin merkezi bir
diizenleyicisidir. Bu ¢alismada travmanin erken doneminde hizli bir sekilde artarak
ikincil noéronal hasara neden olan TNF’nin diizeylerinin azaltilarak néroprotektif etki

elde edilmesi amaclanmaktadir.
2.4 TELOMERAZ ENZiMi

Insanlarda telomerik DNA sekansi 6 niikleotidin tekrarindan olusmaktadir TTAGGG
(5°’>3’). Bu sekanslar kromozomlarin uglarinda binlerce kez tekrarlanmaktadirlar.
Okaryotik hiicrelerde lineer DNA molekiillerinin ¢ogaltilmas: sirasinda meydana gelen,
kromozom uglarinda yer alan, guaninden zengin ve bunlar erozyondan koruyan dogal
bir yapidir. Telomerlerin uzunluklar: tiirden tiire degisiklik gosterir. Ilk defa
Tetrahymena thermophilia’da 1978 yilinda tesbit edilmistir. Telomerik DNA dizileri
diger DNA dizilerinden yap1 ve islev olarak farklidir, ayrica temel biyolojik bir isleve
de sahiptir. (124).

Telomerler kromozomlarin uglarin1 degradasyondan ve fiizyondan koruyan DNA-
protein yapilaridir. Telomerler genomik biitiinliiglin korunmasinda énemli rol oynarlar.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda telomerlerin hiicre yaslanmasinda gorev yaptiklar
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gosterilmistir.  Telemorlerin  hiicre i¢in  molekiiller saat goérevi yaptiklar
distiniilmektedir. Telomerler olmadan genetik materyal her bir hicre bolinmesi
sirasinda bir miktar kaybedilir. Telomer uzunlugu kritik diizeyde kisaldiginda da hiicre
boliinmesi durur, hiicreler yaslanir ve sonunda oliir. Replikatif yaslanma ve bunun
hiicresel yaslanma ile iliskisini, kiiltiire alinmis insan fibroblastlari ile ¢alisan Hayflick
ve Moor-head tanimlamistir (125, 126). Normal memeli somatik hicreleri, in vitro
kosullarda belli sayida boliinebilir. Bu maksimum boliinme sayisina "Hayflick Limiti"

denir (127).

Bu telomer asinmasini Onlemek ig¢in, boliinen hiicreler (embriyodaki yiiksek
seviyelerde ve dogumdan sonra seviyeleri azalan) telomeraz adi verilen telomer
uzunlugunun muhafaza edilmesini saglayan dolayisiyla hiicre yaglanmasi ve apoptozu

onlemek icin DNA sentezini katalize eden bir enzim sentezler. (128).

Insanda, telomeraz 6zellesmis heterokromatin yapida bir DNA polimerazi olup biiyiik
riboniikleoprotein kompleksi, kromozomlarin ucglarma yeni telomer sekanslarini
sentezlemektedirler. Telomer zinciri tamamlayici zincirden daha uzundur. Telomer
elongasyonu mitozun M ve S faz1 boyunca telomer tekrarlarinin eklenmesiyle telomeraz

telomerik DNA’y1 uzatir ve telomer elongasyonu ile hucre siklusu regtle edilir (10).

Telomeraz enzimi iki korunmus komponentten olusur. Bu iki komponent telomer
ekleme fonksiyonunu yerine getirirler. Core telomeraz protein (TR) ve Telomeraz
revers transkriptaz domainini (TERT) icerir. TERT ve TR diger proteinlerin
regiilasyonuyla enzim aktivitesini olusturmaktadir. Su ana kadar telomer bolgelerinin
yaslanma ile iligkili oldugu gosterilmisti fakat telomer bdlgelerindeki kisalmanin
yaslanma ile ilgisinin yaninda stres ile iligkili oldugu da gosterilmistir (10). Bunun
yanisira telomer kisalmasi, hiicrenin apopitozise gecmesini veya kromozomal

kararsizlik olusmasini da indiikleyebilmektedir (32).

Telomeraz, telomerik DNA'nin bir zincirinden sentezlenen, riboniikleoprotein buyik bir
enzim kompleksidir. Bu enzim germ hicreleri, hemopoietik hiicreler ve 0Ozellikle
yetiskin kok hiicrelerinde yiiksek aktiviteye sahiptirler. Yenidogan insanlarin kord

kanlarinda yaklasik 10 Kb civarindadir (130).
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Telomerazin katalitik alt birimi olan telomeraz revers transkriptaz insanda hTERT adini
almaktadir. hTERT, 127 kDa’luk biiyiik bir proteindir, 16 ekson ve 15 intron icermekte
olup, yaklasik 40 Kb’dir. Aktivasyonunda, tiimor supresér genler, protoonkogenler ve
cevresel faktorler etkilidir. TERT, yar1 acik sag ele benzetilmektedir. Dolayisiyla

protein, bagparmak, avug i¢i, diger parmaklar kisimlarindan olusur (131, 132).

Telomeraz enzimi ile her hiicre bolinmesinde meydana gelen telomer kaybi telafi
edilerek hiicrenin yasam siiresi uzatilmaktadir (31). Sonu¢ olarak dusik telomeraz
aktivitesi gosteren normal hiicrelerde telomerik tekrarlar korunmakta, béylece hiicreler
kendini yenileyebilmektedir. Telomeraz aktivitesinin eksik oldugu somatik hticrelerde
ise her hiicre bolinmesinde telomerler kisalmaktadir. Telomeraz reverse transkriptazi
insan somatik hcrelerine in vitro olarak sokuldugunda telomeraz aktivitesi

yenilenmekte ve hiicresel yasam siiresi dikkate deger bigimde artmaktadir.

2.5. PENTOKSIFILIN

Pentoksifilin, 20 yildan daha uzun siireden beri kullanilan, hiicre membran
akigkanliginin saglanmasi, immun modulasyon, fibrinolizisin uyarilmasi, antikoagulan
etkiler ve fibroblast fizyolojisi lizerinde degisik etkiler gibi g¢esitli farmakolojik

oOzellikleri bulunan, metil ksantin tiirevi ve fosfodiesteraz inhibitorii bir ilagtir (27).

Pentoksifilin spesifik olmayan tip 4 fosfodiesteraz (PDE4) inhibitord  olup
5’niikleotidaz enziminin inhibisyonuyla dokuda ATP kaybii azaltarak ve iskemik
slire¢ igerisinde enerji tlketimini minimumda tutarak hiicre hasarini engellemektedir
(135, 136).

PDE enzim inhibisyonu ile hicre ici c-AMP dlzeyi artmakta ve artan c-AMP, ATP
kullanarak hiicre igi protein kinaz sistemini aktive edip membran proteinlerinin
fosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu fosforilasyon ile hiicre membran stabilizasyonu
saglanir. Diger yandan Na-K ATPaz’in aktivitesinin de artist hiicre membran

stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir (137).

Pentoksifilin’in proinflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe ettigi ve antiinflamatuar

ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Pentoksifilinin 5’niikleotidaz enzimi Uzerine
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etkisiyle hem ileri donem hasarlayict metabolik zincirlerin gelisimi engellenir hem de
reperfiizyon déoneminde dokunun ihtiyaci olan enerji depolar1 korunabilir. Pentoksifilin
sadece monositlerin direttigi TNF-a’y1 degil, graniilositlerin {irettigi TNF-a
sekresyonunu da inhibe etmektedir. TNF-a iskemik beyinde eksprese edilmistir.
Travma sonrasinda TNF-o beyinde hizli sekilde arttig1 tesbit edilmis ve endojen TNF-
a’nin inhibe edilmesi ile iskemik ve travmatik beyin hasarinda noroprotektif etkileri

gosterilmistir (28, 111, 115).

Lokosit deformabilitesinde ve kemotaksisinde artig, endotel 16kosit adezyonunda,
notrofil degraniilasyonu ve siiperoksidaz saliniminda azalma, monosit kaynakli TNF
uretiminde azalma, IL-1 ve TNF-a’ya karsi azalmis 16kosit cevabi, dogal oldiiriici
hicre aktivitesinde azalma ve T ve B lenfosit aktivasyonunda inhibisyon gibi etkileri
bulunmaktadir (27).

Ayrica pentoksifilinin trombosit agregasyonunu engelledigi, kan viskozitesini azalttigi,
eritrositlerin fleksibilitesini artirdign ve periferik dolasimi diizelttigi kaydedilmistir.
Pentoksifilinin eritrosit fizyolojisi lizerinde yaptig1r degisikliklerin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle beraber, eritrosit membraninda ATP miktarini1 artirarak membran
elastikiyetini duzelttigi, diger taraftan yapilan elektron mikroskobik ¢alismalarda,
pentoksifilin alan kisilerin eritrositlerinin artmis elastikiyete sahip oldugu gosterilmistir.
Hipoksi, asidoz, hiperosmolarite ve Uremi gibi durumlarda eritrosit ATP seviyesi
azalmakta, hicre ici kalsiyum iyon konsantrasyonu artmakta ve sonucgta hicre

membrani sertlesmektedir (139).

Sonugta pentoksifilin hem mikrosirkillasyonda, hem de doku oksijenasyonunda

perfiizyonu dizeltmektedir (140).

Pentoksifilin, oral veya parenteral yolla kullanilabilir ve her iki sekilde de tamamina
yakini absorbe edilir. Ilacin alimindan 4-8 sonra aktif metabolitleri plazmada en (st
diizeye (100 ng/ml) ulasir. Yedi metaboliti olup (metabolit 1-7) iki ana metaboliti olan
metabolit 1 ve metabolit 5, ilacin asil aktif bélumleridir. Ilacin tamamimna yakini

bobreklerle atilir (141).
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Pentoksifilinin plazma seviyeleri ile dozu arasinda direkt iligki vardir. Pentoksifilinin ilk
olarak olusan metaboliti olan Metabolit I ile ilacin degismeyen formu ayni1 anda kanda
bulunur. Bu major metabolit potansiyel olarak ana ilag gibi davranir, bu yiizden
pentoksifilinin etkinligi her iki ilacin plazma seviyelerine baglidir. Pentoksifilinin ana
metaboliti olan Metabolit 1 kanda saptanirken diger 6 metabolit idrarda gorulir.
Pentoksifilin ve Metabolit I’in demetilasyonu ile Metabolit VI ve VII olusur. in vitro
calismalar pentoksifilinin major metabolitlerinin hemoreolojik etki (kan ve elemanlari)
yaptigin1  gostermistir. Bu infleksibl olan eritrositlerde fleksibilitenin 6lcima ile
gosterilmistir. Eritrositlerde ATP orani artmig ve ATP/ADP orani yiikselmistir. Bu da
pentoksifilin ile baslayan siirecin metabolitlerin bobrekten atilimina kadar stirdiigiinii
gostermistir. Degisime ugramamis pentoksifilin idrarda ancak eser miktarda ¢ikmakta;

bu da hemen tiimiiniin metabolize edildigini gostermektedir (142).

Hemoreolojik ajan olan pentoksifilin, intermittan kladikasyo tedavisi icin gelistirilmis
olup glinimizde pentoksifilinin ¢ok genis kullanim alani vardir. Tikayic1 vaskdler
hastaliklarda; Periferik vaskiiler hastaliklar, serebral vaskiiler hastaliklar, diyabetik
vaskiler hastaliklar, orak hicreli anemi, polisitemia vera, iskemik kalp hastaligi, duyma
bozukluklari, gbtzde dolasim bozuklugu, kronik renal yetmezlik. Enfeksiyoz
hastaliklarda; endotoksemi, septik dolasim soku, ARDS, HIV, bakteriyel menenjit,
serebral  malarya, kandidyazis, kronik  frunkolozis, immun yetersizlik,
hiperkoagtlabilite, onkolojik hastaliklarda, reynoud hastaligi, sistemik skleroz,
astenospermi ve bircok hastalikta kulanilmaktadir (139, 140, 145).

Sonug olarak, baslangigta sadece intermittant kladikasyonlu hastalarin tedavisinde
kullanilan bir ila¢ olan pentoksifilin, son zamanlarda immiin hiicre fonksiyonlar
Uzerinde, sitokin Uretiminde ve hicre seviyesinde cesitli fizyolojik etkilerinin
kesfedilmesiyle, klinikte konvansiyonel tedaviye ilave olarak ¢esitli hastaliklarin rutin
tedavisinde kullanilir hale gelmistir. Serebrovaskiiler hastalig1 olan bireylerde beyin kan
akimini artirdigi bilinen pentoksifilin bu 6zelligi ile de néron koruyucu etkinligine

katkida bulunur (143, 144).
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2.6. -METOKSIOSTRADIOL (2-ME)

2- Metoksiostradiol’iin bilesigi 2-methoxy-estra-1, 3, 5 (10)-triene-3, 17p-diol olup
sinonimleri 2-Hydroxyestradiol 2-methyl ether, 2-ME2, Panzem, NSC 659853"diir.

Molekiiler Yapis1 Ci9H2603 ve kimyasal formilu ise:

2-ME, 17B-0stradiolin CYP450 ile hidroksilasyonundan sonra olusan 2-
hidrodstradiol’iin katekol-O-metil transferaz (COMT) tarafindan metilasyonuyla olusan
dogal bir metabolitidir (152). COMT, karaciger, eritrosit, beyin, bobrek ve meme
dokularinda  bulunmaktadir (153). 2-hidroksi 0Ostradiol (2-HE)’in  siganlara
uygulanmasiyla 7.9-24.9 dakikada 2-ME ortaya ¢ikmaktadir (157).

Onceleri 2-ME, 17B-0stradiol’iin inaktif metaboliti olarak kabul edilirken giiniimiizde
anti-anjiogenik, anti-timor, anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri olan molekiil oldugu

hayvan modellerinde goriilmistiir (154, 155).

2-ME gebeligin {igiincili trimestrinda en yiiksek konsantrasyonda iken post menopozal
degerleri diistiktir. Lokal olarak en yiikksek konsantrasyonlar meme ve over
dokularindadir (156).

2-ME insan viiciidunda fizyolojik kosullarda ¢ok diisiik miktarlarda tiretilmektedir. 2-
ME’iin 6strojen reseptorlerine afinitesi yoktur. Cogunlukla farkli doku reseptorlerine
baglanirlar. Ancak Ostrojen reseptor bagimli mekanizmalarla kardiyovaskiiler koruyucu
etkileri mevcuttur. Erkek ve kadinlarda benzer sekilde etki ederler (153, 158). 2-ME’i{in
Ostrojenik aktivitesi olmadigi belirtilmesine karsin, 2-ME’in MCF7 meme tiimor hiicre
kiiltiirlerinde Ostrojen reseptor bagimli gen ekspresyonu ve mitozu aktive ettigi tesbit

edilmistir (61, 154).

2-ME, post-transkripsiyonel asamada etki eden giiclii bir HIF-1a inhibitoriidiir (24).
Bunu mikrotubullerin  depolimerizasyonu ve slperoksid radikallerinin Uretiminin
etkilenmesiyle yapmaktadir (169). 2-ME’lin en 6nemli mekanizmasi neoanjiogenezin
inhibisyonudur. Bunu da mikrotiibiillerin bozulmasi ve intrinsik ile ekstrinsik apopitotik
yolaklarin inhibisyonu ile yapmaktadir (159). HIF-1a anjiogenez ile iliskili bir

transkriptor faktordir. 2-ME HIF-1a’nin ekspresyonunun, niikleer akiimulasyonun ve
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transkripsiyonel  aktivitesinin  inhibisyonu ile = yapmaktadir. = Mekanizmasi
postranskripsiyonel olup HIF-1a protein sentezinin inhibisyonu ile sonuglanir. HIF-1a
guclu bir anjiogenik ajan olan hipoksi ile salinimi uyarilan VEGF’nin Uretilmesine
aracilik etmektedir (24). 2-ME ayni1 zamanda doza bagl olarak VEGF nin salinimini da
inhibe etmektedir (153).

2-ME, HIF-1a yolagiyla anjiogenez inhibitorii olarak kanser ilaci olarak hayli mesafe
katetmistir (159, 161, 162). 2-ME’nin solid tiimorlerde ve preklinik inflamatuar
calismalar1 faz Il asamasindadir. Endotelyal hiicreler ve tiimdr hiicreleri lizerine anti-
prolifratif, sitotoksik ve pro-apopitotik etkiler mevcuttur (154). Anti-proliferatif etkisi,
endotel, tiimdr, fibroblast, multiple myelom, diiz kas, karaciger stellat ve glomeriiler

mezengial hucrelerinde daha belirgindir (154).

Subaraknoid kanama (SAK) olusturulan ratlarda HIF-1o artisinin apopitoz, KBB
bozulmasit ve beyin 6demine sebep oldugu ve bu etkilerin 2-ME ile hafifletildigi
gosterilmigtir (163).

2-ME’iin in vitro hiicre kiltlirii lizerindeki caligsmalariyla hiicre proliferasyonunun
inhibisyonuna etkisi insanlarda ve deneysel hayvanlarda vaskuler endotelyal hucreler,

diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve yag doku hiicrelrei tizerinde gosterilmistir (153).

Bircok c¢alismada; 2-ME’iin akciger, kolon, over, bobrek, prostat, orbital, serviks,
endometrium, mide, 6zefagus, pankreas, meme kanserlerinde, vaskuler timdrlerde, SSS
timorlerinde ve melonomda timoéral hiicre blylmesi Gzerine inhibitér etkilerinin
bulundugu gosterilmistir (153). Bunlar icerisinde 2-ME’e en duyarli olan meme
kanseridir.

Cilt fibroblast hiicrelerinde yapilan in vitro calismada normal hiicrelerin 2-ME’e
cavabinin artmis drug konsantrasyonlarina ragmen transforme olmus hiicrelere gore
oluk¢a zordur. Aym sekilde proliferasyon asamasinda olmayan, dinlenme halindeki

timor hicrelerininde 2-ME tarafindan etkilenmesi oldukga gugtdr.

Klinik ¢aligmalarda ise; 2-ME’iin prostat, over ve meme kanserinde etkisi faz I ve II

caligmalariyla gosterilmistir (56, 107, 108).
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TBH sonrasi akut fazda farelere uygulanan 2-ME2’iin potansiyel noral koruyucu
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bunda sekonder beyin hasarmi ve HIF-1a ile

noropatolojik olarak iliskili hedef genlerin regiilasyonu degerlendirilmistir (61).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi’'nde gerceklestirilmistir.
Hayvan deneyleri ile ilgili ilkelere uygun olarak hazirlanan proje Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulunun 13.11.2013 giin ve 11 sayili toplantisinda
degerlendirilerek, calismanin siganlarda yapilmasinin hayvan etigi agisindan uygun

oldugu ayni tarih ve 13/128 sayili karartyla onaylanmustir.
3.1. Deney Hayvanlar

Birgok SSS travma modelinde; relatif olarak daha ucuz olmasi, kolay el edilebilmesi,
genetik olarak manipile edilebilmesi, fizyolojik parametrelerin ve ndérofonksiyonel
sonuclarin takibinin miimkiin olmasi nedeniyle fare ve si¢an kullanilmasi tercih

edilmistir (30).

Calismada, 231-419 gr agirhikta, 3 aylik toplam 98 adet Spraque-Dawley turl erkek
sigan kullanilmistir. Hayvanlar Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilerek ¢alisma siiresince uygun kosullarinda
bakimlar1 yapilmistir. Bakim ve hazirlik siirecinde her kafeste rastgele secilen 5 si¢an
22 + °C oda 1s1sinda 12’ser saat aydinlik / karanlik ortamda tutularak standart ticari
pelet sigan yemi verilmis ve normal musluk suyuna serbest¢e ulagsmalari saglanmustir.
Calismaya baslamadan Once siganlar bir hafta siireyle bu ortamda izlenerek ortama

uyum saglamalar1 gézlendi.
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3.2. Deney Gruplar

Sicanlar, basit ratsgele 6rnekleme yontemiyle her deney grubunda 14 rat olmak tzere

toplam 7 grup olusturuldu.

Akut Grup I¢in;

Grup 1 (n: 14): Travma olusturulmayan ve tedavi uygulanmayan grup (Sham)
Grup 2 (n: 14): Kafa travmasi olusturulan ancak tedavi verilmeyen grup
Grup 3 (n: 14): Kafa travmasi olusturulup pentoksifilin verilen grup.

Grup 4 (n: 14): Kafa travmasi olusturulup 2-metoksiétradiyol verilen grup.
Kronik Grup icin;

Grup 5 (n: 14): Kafa travmasi olusturulan ancak tedavi verilmeyen grup
Grup 6 (n: 14): Kafa travmasi olusturulup pentoksifilin verilen grup.

Grup 7 (n: 14): Kafa travmasi olusturulup 2-metoksiestradiol verilen grup

3.3 Kafa Travmasi Modeli ve Travma Aleti

Kafa travmasinda hayvan modelleri, insandaki kafa travmasmin primer ve sekonder
sebeplerini aragtirmak ve insan beyni i¢in mevcut sinir hasarin1 onarmaya yonelik ¢esitli
tedavi yontemlerini gelistirmek icin yapilmaktadir. Deneysel model se¢imi arastirmanin
amacina gore olmalidir. Modellerin temel amaci nekrotik ve apopitotik néronal hiicre
6lumund ortaya koymak ve travmaya sekonder gelisen davranis degisikligi, fizyolojik,
metabolik, kan ve doku degisiklikleri, kan beyin bariyeri gegirgenligi, enflamatuvar ve
immunolojik cevaplar hakkinda bilgi sahibi olmaktir (30).
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SSS iizerine olan deneysel travma caligmalart modelleri tekrarlanabilir ve sonuglari
Olctilebilir protokolde olmalidir. Travmatik beyin hasar1 i¢in gilinlimiizde kullanilan
travma ara¢ modelleri; sivi ile vurma, belirli ylikseklikten agirlik diisiiriilmesi ve
pnomatik alet ile korikal capma olarak siralanabilir. Giiniimiizde SSS hasar1 olusturulan
araglar elektronik, mekanik ve yazilimin ortak kullanildigi sistemler icermektedirler

(164, 165).

Marmarou’nun impakt akselerasyon modeli, diger modellere gore uygulanmasi kolay,
ucuz, kontrol edilebilir olmast nedeniyle popiilerdir. Hem apopitik hem de nekrotik
hiicre 6liim hasar1 ortaya cikarir. Histopatolojik olarak yaygin bilateral ndéron, akson,
dentrit ve mikrovaskiiler hasar1 olusturur. Ozellikle korpuz kallozum, internal kapsiilde,
optik traktusta, serebral ve serebellar pedinkilde ve beyin sapinda diffiz aksonal
yaralanma olur (167). Kontrollli kortikal carpma modeli farelerde ve siganlarda bir yil
sonrast kadar devam ve beyin atrofisi ve serebral kan akiminda azalma ile iligkili
olabilen bilissel bozukluklar, fonksiyon kaybi, deformasyon derinligi gibi etki hizinin

yuksek derecede 6nemli oldugu arastirmalarda 6nemlidir (37).

Kontrollu kortikal garpma modeli 6ncelikle fokal fasara yol agarak genis kortikal kayip,
hipokampus ve talamik hasar, sitotoksik ve vazojenik beyin ddemi ve yiiksek KiB
olusturmakta bdylece insan agir kafa travmasi modellerini taklit etmek igin
kullanilmaktadir (55). Ayrica bu model ikincil suregler, 6zellikle postravmatik epilepsi

calismalari i¢in uygundur (166).

Bu c¢alismada Dr. Mehmet Bilgen tarafindan olusturulan kontrollii kortikal ¢arpma
modeli kullanilmistir. Bu yontemde kraniyotomi olusturularak bu alandan bilgisayarli
pnomotik sistemle istenilen hizda, derinlikte ve siirede kafa travmasi olusturulmaktadir
(30, 168).

Travma olusturmak i¢in kullandigimiz modelde; bilgisayarda derinligi, siiresi ve siddeti
ayarlanarak cizgisel dogrultuda hareket eden motor kontrollii cubuk araciligiyla beyin
lizerine kuvvet uygulanir. Bu travma aleti sinir dokusunda kontiizyon olusturma

prensibine dayanur.
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Travmatik beyin hasari olusturulurken oncelikle sicanin basi platform {izerine barlarla
tesbit edilir. 2-3 mm genislikteki yuvarlak uglu rod ile kraniotomi olusturulan alana

travma uygulanir.

Sekil 2: Kontrollii kortikal ¢arpma uyguladigimiz travma aleti. M: Motor, HF: Kafa
gergevesi, C: Elektronik kontroller/driver, P: Gii¢ kaynagi, V: Vertikal rod (30).
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Sekil 3: Farkli boyut ve sekillerde travma olusturmak i¢in kullanilan rodlar.

Calismada travma aleti ile 2,5 mm ¢apl yuvarlak rod ile 1,5 m/s hiz, 85 ms siire ve 1,5
mm derinlikte ¢carpma kuvveti uygulandi. Kontrollii kortikal ¢arpma igin tanimlanan
elektromanyetik travma aparati, hasar i¢in ger¢cek zamanl feedback kontrol sistemiyle

calisarak darbenin derinlik, siire ve hizinin ayarlanmasina olanak saglandi.

3.4. Cerrahi Hazirlik ve Yontem

Deneklere genel anestezi indiiksiyonu igin % 4 izofluran (Forane®, Abbott) ve idame
icin %2 izofluran spontan inhalasyon olarak %30 O, karisgimi seklinde uygulandi.
Deney esnasindan siganlarin spontan solunumu baskilanmadi. Anestezi derinligi ¢ene
ve iskelet kas tonusu ile izlendi. Anestezi sonrasi prone pozisyonda standart civili frame
ile sabitlenen siganin kafa derisi tiras edilerek ve %10 povidon-iyot ile saha temizligi
yapilarak 10 mm’ lik median lineer kesi ile cilt ve fasya kesilerek periost diseke edildi.

Cilt ve galea bulldog klip ile laterallere tesbit edilerek yeterli goriis alan1 saglandi.
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Sekil 4: Cerrahi masa, inhaalsyon anestezisi icin vaporizator, cerrahi aletler ve dental
drill
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Sekil 5: Sicanin inhalsyon anestezisi aldig1 fanus Sekil 6: Sicanin ¢ivili bagliklarla tesbit edilmesi

icinde bekletilmesi
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Sekil 7: Siganin kafa derisinin tras edilerek Sekil 8: Kafa derisinin insize edilerek agilamsi.

sterilize edilmesi

Ardindan sol parasagittal bolgede sagittal siitiiriin 2 mm laterali ve bregmanin 2 mm
posteriorundan dental drill ile 3 mm capli kranium turlanarak kraniyektomi defekti

olusturulur. Bu islem esnasinda alttaki duranin zedelenmemesine 6zen gosterildi.

Interaural Line

Sekil 9: Sigan kafatasinda bregma ve lambdanin lokasyonu (106).
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Sekil 10: Siganda dental drill ile kraniotomi defekti olusturulmasi.

Sekil 11: Kontrollii kontakt impakt (CCI) yontemi ile 2.5 mm’lik ug vasitasiyla 1,5

mm’lik derinlik ayarlanarak 1,5 m/s hiz ile 85 ms siireyle travma olusturuldu.

Sonrasinda skalp 3/0 ipek ile siitiire edilerek yara tekrar %10 povidon-iyot ile
temizlendi. Travma oncesinde gruplardan HIF-1la ve TNF-oo mRNA ekspresyonunun
belirlenebilmesi i¢in intrakardiyak 0,5 ml kan ornekleri alinaral EDTA’l tiiplerde
korundu ve 2 saat icinde RNA izolasyonu i¢in ¢alismaya alindi. 3. ve 4. gruba

60 mg/kg pentoksifilin (Vasoplan 100 mg/5 ml, Mustafa Nevzat Ilag), 6. ve 7. gruba da
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5 mg/kg 2-metoksiostradiol (2-Methoxyestradiol, M6383 Sigma Aldrich) 0,1 cc
%70’lik alkol icinde ¢ozundukten sonra travma sonrasi 30 dakika iginde periton igine
uygulandi. Akut gruplar travma sonras1 24 saat, kronik gruplar ise 1 ay sonra 1 ml kan
alindiktan sonra ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kani bosaltilip dekapitasyonla
sakrifiye edildi ve beyin dokulari zedelenmeden ¢ikartildi. Kan ornekleri ve travma
olusturulan sag hemisferler sivi nitrojen iginde hizli bir sekilde fiksasyona tabi tutuldu
ve -80°C'de Real-Time PCR ile HIF-la ,TNF-a ve TERT ekspresyon dizeyleri
calisilmak iizere calismaya kadar saklandi. Boylece beyin dokusu miktar1 sabit
tutulmaya ¢alisildi. Bu metod kullanilarak numunelerin  standardizasyonu
gerceklestirildigi gibi, her bir siganda esit miktarda numune tizerinde galisilmis oldu.

Doku ornekleri analiz i¢in ortam hazirlandiktan sonra -80°C'den ¢ikarildi,

Sekil 12: Sakrifiye edilmesinden sonra diseke edilmeden 6nce ve edildikten sonra sigan

beyin materyalleri.
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3.5. RNA izolasyonu
3.5.1. Beyin Dokusundan RNA izolasyonu

1. Total halde siv1 azot ile dondurulan si¢an beyininin sag 6n lobu ayirt edilip 1ml trizol

(Roche) igeren eppendorf tiipe (Roche) alindi.

2. Enjektor yardimiyla doku pargalanarak alindi.
3. Oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

4. 200 pl kloroform eklendi ve 15 sn votrexlendi.
5. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

6. 12000 g'de 15 dk +4 °C santrif(j edildi.

7. Ak0z faz yeni tiipe ependorf alindu.

8. 500 ul izopropanol eklendi. (Trizol miktarina bagli)
9. Birkac kez alt Gst edildi.

10. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

11. 12000 g'de 10 dk +4°C santrifiij edildi.

12. Siipernatant kisim atild1.

13. 1 ml % 75 etanol eklenip, vortexlendi.

14. 7500 g'de 5 dk +4°C santrif(ij edildi.

15. Siipernatant kisim atild1.

16. Pellet etrafindaki etanol pipetle alinip temizlendi.
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17. 5-10 dk oda 1s1sinda kurutuldu.

18. 60 pl NFW ile pellet restispanse edildi.

19. +4°C buzdolabinda 10-15 dk bekletildi.

20. Biospec Nano (Shimadzu) ile 6l¢iimii yapilda.
3.5.2. Kandan RNA izolasyonu

Sicanlardan travma Oncesi ve travma sonrasi alinan kan orneklerine asagidaki islemler

uygulanmustir.

1. 500 pl kana 500 pl trizol (Roche) eklenip vortekslendi ve buza alindu.

2. 200 pl kloroform eklenip vorteklenir ve tekrar buza alindi.

3. 12000 rpm’de 30dk santrifiij edilir. Akoz faz yeni tiipe alindu.

4. 1:1 oraninda izopropanol eklenir alt-Ust edilip yaklasik 3 saat -20°C’de bekletildi.
5. 14000 rpm 30 dk +4°C ya da oda 1s1sinda santrifiij edildi.

6. Slipernatant atildi. Pellet cok az ya da gériinmdiyor olabilir.

7. %70’lik ethanol tiipe full dolduruldu. (Yikama basladi)

8. 14000 rpm 5 dk santrifuj edildi.

9. Slipernatant atilir. 500 ul dH,O eklenip vortekslenir ve 25 pl 5M NaCl eklendi.
10. 1 ml absolute ethanol eklenip alt-ist edilir. -20°C’de overnight bekletildi.

11. 14000 rpm 30 dk santriftij edildi. Stpernatant dokilup tlpln agz ters gevrilerek

kurutuldu.
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12. %70’lik ethanol tiipe full doldurulur. 14000 rpm 5 dk santrifuj edildi. Supernatant

atilir ethanol uzaklassin diye beklendi (damla olsa bile tiipte mineral kirliligi vermez).
13. 50 pl Nuclease free water ile restspanse edilir.

14. Biospec Nano (Shimadzu) ile 6l¢timii yapildi.

3.5.3. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA 6rneklerinden Roche High Fidelity cDNA Synthesis Kit kullanilarak

RNA izolasyonu yapildi.
Random Primer 1l
Oliga Primer 1l
dH,O 4.4 ul
RNA 5 pl

6,4 pl mix dagitildi. 5 pl RNA dagtildi.

65 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

Reaction Buffer 4 ul
Protector RNase Inhibitor | 0,5 pl
Deoxynucleotide Mix 2 ul
DTT 1pl
Reverse Transcriptase 1,1l
Toplam Mix 8,6 ul

8,6 1l mix dagitildi.
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PCR Programi

29 °C 10 dk
48 °C 60 dk
85 °C 5dk

Sentezlenen cDNA -20°C’de saklandi.

3.5.4. Ekspresyon Calismasi

LightCycler 480 Il (Roche) Real-Time PCR cihazi kullanilmustir.

1. cDNA ornekleri 1/5 oraninda Nuclease Free Water ile seyreltildi.

2. Asagidaki miktarlarda reaksiyon plate (Roche) tizerine dagitildi.

2X Probe Master Mix 10 pul
Primer/Probe 1l
Nuclease Free Water 4 ul
cDNA 5 ul

3. LightCycler 480 Il (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa koyuldu.

_

95°C 10dk

95°C 10 saniye

60°C 30 saniye

72°C 1dk

40°C 30 saniye —

— 45 Dongu

4. Her bir 6rnek cift calisildi.

5. Housekeeping gen olarak beta-actin kullanildi.

6. Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler asagidaki gibidir.
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Gen Ad1 NCBI link Assay 1D
Actb http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/81822 500152
Tnf http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/24835 502875
Hifla http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29560 502875
Tert http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/301965 506186

7. Veriler delta delta ct metodu kullanilarak normalize edilmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Power analizi: Kontrol grubunda %90 oraninda ortaya c¢ikabilecegini diisiiniilen
hipoksi, beyin 6demi ve hiicre apopitozu degiskenlerinin kullanilacak olan etken
maddelerle %40’a diistiriilmesi amaglanmistir. Bu beklentiler dogrultusunda istatistiksel
guc (1-p) 0.80, o tip I hata olasiligr ise 0.05 olarak alindiginda grup basina minimum 14

rat alinmasi gerektigi hesaplandi.

Hipotez testleri: Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve q-q grafikleri
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi.
Gruplar arasi kargilagtirmalar tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testi ile,
Olctimler aras1 karsilastirmalar Friedman testi ile degerlendirildi. Coklu karsilastirmalar
Duncan-Bonferroni ve Dunn's testleri ile degerlendirildi. Veriler ortanca (25. ve 75.
yuzdelikler) veya ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin analiz R
3.2.0 (www.r-project.org ) yazilimi ile degerlendirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 98 adet 231-419 gr agirlik araligindaki Spraque-Dawley tiirii erkek siganlar
dahil edildi. n=14 olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Her bir sigandan travma oncesi ve
sonrast 0,5’er cc kan alinarak sicanlar sakrifiye edildikten sonra da kontiize sag

hemisfer alinarak 6rnekler incelendi.
4.1 Agirhk

Tablo 2: Akut grup agirlik tablosu

Akut Gruplar

Degisken | SHEM Kontrol Pentoksifilin | 2-ME
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P
Agirhk b b b
(@ 340.93+49.66% | 274.21+25.54° | 271.00+21.01° | 288.71+24.53" | <0.001
gr

Kafa travmasi olusturulup akut donemde sakrifiye edilen siganlarda; kontrol grubu i¢in
ortalama agirlik 274.21 gr, pentoksifilin verilen grupta ortalama 271.00 gr, 2-ME
verilen grupta ortalama 288.71 gr iken sham grubunda ortalama 340.93 gr olarak

Olclilmiistiir.
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Tablo 3. Kronik grup agirlik tablosu

Degisken Kronik Gruplar

SHEM Kontrol Pentoksifilin 2ME2

(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P
:f)lrhk 340.93+49.66° | 256.64+11.99° | 295.29+20.85° | 301.21+28.64° | <0.001

Kafa travmasi olusturulup kronik dénemde sakrifiye edilen sicanlarda; kontrol grubu

icin ortalama agirlik 256.64 gr, pentoksifilin verilen grupta ortalama 295.29 gr, 2-ME

verilen grupta ortalama 301.21 gr iken sham grubunda ortalama 340.93 gr olarak

Olclilmiistiir.

4.2 HIF-1a Gruplan

4.2.1 Akut Gruplar

Tablo 4. Akut donemde ¢alisilan HIF-1a ile ilgili istatistik sonuglar.

Akut Gruplar
Degisken SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P

HIF-1a
Travma dncesi 0.50 1.73 0.93 1.70
kan (0.41-0.77)>* | (1.27-4.34)* | (0.63-2.04)™* | (1.21-2.34)** <0.001
Travma sonrasi 0.50 0.81 1.15 0.63 0.050
kan (0.41-0.77)° | (0.58-2.36) (0.57-1.44)% (0.45-0.84)"
Beyin 1.11 1.58 5.38 0.24 <0001
parankimi (0.98-1.90)*" | (1.27-2.21) (3.52-8.03)>Y (0.23-0.33)%4

P <0.001 0.424 0.002 <0.001 -

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Ayni1

satirda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢) gruplar aras1 farkliligi, aynmi kiigiik harfler (a, b, c) gruplar

arasi benzerligi ifade etmektedir. Aym siitunda yer alan farkli biiyiik harfler (X, Y, Z) 6lglimler arasi

farklilig1, ayn1 biiyiik harfler (X, Y, Z) 6l¢limler aras1 benzerligi ifade etmektedir.
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Sekil 13: Akut gruplarda karsilagtirmali HIF-1a sonug grafigi
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Kafa travmasi olusturulup akut dénemde sakrifiye edilen siganlarda;

1. Kontrol grubunda HIF-1a degerlerinde kanda ve beyin parankiminde istaistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p: 0.424).

2. Pentoksifilin verilen grupta HIF-1a degerlerindeki yiikselme istatistiksel olarak
anlam bulunmustur (p: 0.002). HIF-1a degerlerinin travma sonrasinda arttigi ve beyin
parankiminde ise bu artisin sham ile kontrol grubuna goére daha fazla oldugu

goriilmiistiir.

3. 2-ME verilen grupta HIF-1a degerlerinin 2-ME ile azaldig1 ve bu azalmanin beyin
parankiminde sham ve kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tesbit edilmistir (p:
<0.001).
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4.2.2. Kronik Gruplar

Tablo 5. Kronik donemde ¢alisilan HIF-1a ile ilgili istatistik sonuglar.

Degisken Kronik Gruplar

SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME

(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P
HIF-1a
Travma dncesi 0.50 1.01 2.12 1.03
kan (0.41-0.77)** | (0.77-1.47)°* | (1.11-3.06)° (0.60-1.36)° <0001
Travma 0.50 0.96 1.33 0.70
sonrasi kan (0.41-0.77)** | (0.72-1.23)** | (0.88-1.69)" (0.52-0.86)* <0001
Beyin 1.11 1.77 1.34 0.74 0.023
parankimi (0.98-1.90) | (1.24-2.54)> | (0.81-2.89) (0.48-1.81)"
p <0.001 0.018 0.135 0.584 -

Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Ayni
satirda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢) gruplar aras1 farkliligi, ayni kii¢iik harfler (a, b, c) gruplar
aras1 benzerligi ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan farkli biiylik harfler (X, Y, Z) dl¢limler arasi
farkliligi, ayn1 biiyiik harfler (X, Y, Z) 6l¢limler aras1 benzerligi ifade etmektedir.

HIFla Kronik Gruplar
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Sekil 14: Kronik gruplarda karsilagtirmalt HIF-1a sonug grafigi
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Kafa travmasi olusturulup kronik dénemde sakrifiye edilen siganlarda;

1. Kontrol grubunda HIF-1a. degerleri kanda ve beyinde istaistiksel olarak anlamli
bulunmustir (p: 0.018). Kanda HIF-1a 6l¢iimleri arasinda istatistikel olarak anlamli

degisiklik bulunmazken beyinden alinan 6rneklerde yiiksek degerler elde edilmistir.

2. Pentoksifilin verilen grupta HIF-1a degerlerinde kanda ve beyinde istaistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p: 0.135). Beyinde HIF-1a ekspresyonunun kontrol grubuna

gore azaldigi, sham grubuna gore ise arttigr goriilmustur.

3. 2-ME verilen grupta HIF-1a degerlerinde kan ve beyin HIF-1a degerlerinde sayisal
olarak azalma olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p: 0.584). Beyin
parankiminde HIF-1a ekspresyonunun kontrol ve pentoksifilin verilen gruplara gore

daha fazla azaldigi, sham grubuna gore de azaldigi gériilmistiir.

4.3 TNF-a

4.3.1. Akut Gruplar

Tablo 6. Akut déonemde ¢alisilan TNF-a ile ilgili istatistik sonuglar.

Akut Gruplar
Degisken SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P

TNF-a
Travma oncesi 1.53 2.87 3.13 0.46
kan (0.99-2.10)* | (1.72-4.02)** | (1.49-43.69)>* | (0.08-1.09)>* <000t
Travma sonrasi 1.53 1.44 0.26 1.31 0.208
kan (0.99-2.10) | (0.36-2.10)" (0.11-0.41)" (0.52-1.89)"
Beyin 1.01 0.61 1.16 0.42 <0001
parankimi (0.73-2.33)* | (0.40-1.55)** | (0.58-2.13)"* (0.28-0.70)**

p 0.500 0.024 <0.001 0.024 -

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Ayn1
satirda yer alan farkli kiiciik harfler (a, b, ¢) gruplar aras1 farkliligi, aym kiigiik harfler (a, b, ¢) gruplar
arasi benzerligi ifade etmektedir. Aym siitunda yer alan farkli biiyiik harfler (X, Y, Z) 6lglimler arasi

farklilig1, ayn1 biiyiik harfler (X, Y, Z) dl¢limler aras1 benzerligi ifade etmektedir.
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Sekil 15: Akut gruplarda karsilastirmali TNF-a sonug grafigi

1. Kontrol grubunda TNF-a degerleri kan ve beyin degerlerindeki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustir (p: 0.024). Travma sonrasi ve beyin degerleri istatistiksel

olarak diisiik saptanmustir.

2. Pentoksifilin verilen grupta TNF-o degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.001). Travma sonrasi kan degerlerinin anlamli olarak distiigi
gorildi. Beyin dokusunda degerlerin sham grubuna gore azaldigi ancak kontrol

grubuna gore de arttig1 goriildii.

3. 2-ME verilen grupta TNF-a degerleri anlamli bulunmustur (p: 0.024). Beyin TNF-a,
degerlerinin sham, kontrol ve 2-ME gruplarina gore anlamli derecede azaldig: goriildi.

Ancak kanda 2-ME’iin TNF-a degerlerini artirdigi gozlendi.
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4.3.2. Kronik Gruplar

Tablo 7. Kronik dénemde ¢alisilan TNF-a ile ilgili istatistik sonuglar.

Degisken Kronik Gruplar
SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME p
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
TNF- @
Travma dncesi 1.53 1.03 2.81 2.64 0.017
kan (0.99-2.10)® | (0.53-1.59)** | (1.55-3.38)>* | (1.23-3.70)*
Travma sonrasi 1.53 0.33 0.39 0.37 0.001
kan (0.99-2.10)* | (0.16-1.00)*" | (0.17-1.14)*" | (0.26-0.77)"
Beyin 1.01 3.52 1.63 0.53 0.030
parankimi (0.73-2.33)* | (1.61-5.96)** | (1.04-3.57)®* | (0.16-2.09)"
p 0.500 <0.001 0.004 0.058 -

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Ayn1
satirda yer alan farkli kiiciik harfler (a, b, ¢) gruplar aras1 farkliligi, aym kiigiik harfler (a, b, ¢) gruplar
arasi benzerligi ifade etmektedir. Aym siitunda yer alan farkli biiyiik harfler (X, Y, Z) 6lglimler arasi

farkliligi, ayn1 biiyiik harfler (X, Y, Z) 6l¢imler aras1 benzerligi ifade etmektedir.
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Sekil 16: Kronik gruplarda karsilagtirmali TNF-o sonug grafigi
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Kafa travmasi olusturulup kronik dénemde sakrifiye edilen siganlarda;

1. Kontrol grubunda TNF-o degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulunmustir (p:<0.001). Kanda TNF-a degerlerinde diisme, beyin TNF-a degerlerinde

ise diger gruplara gore artma gézlenmistir.

2. Pentoksifilin verilen grupta TNF-o degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulunmustir (p: 0.004). Kan degerlerinde diisme, beyin parankim TNF-o degerlerinde

ise kontrol grubuna gore diisme olmustur.

3. 2-ME verilen grupta TNF-a degerlerinin kanda ve beyin parankiminde 2-ME ile

diistiigii gortlmistiir (p: 0.058). Beyin TNF-o degerlerindeki diismenin diger gruplara

gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

4.4. Tert Enzimi

4.4.1. Akut Gruplar

Tablo 8: Akut donemde ¢alisilan TERT ile ilgili istatistik sonuglar.

Degisken Akut Gruplar
SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME p
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
TERT
Travma oncesi 0.61 2.11 0.48 0.88 0.015
kan (0.54-1.00)** | (1.19-3.67)>* | (0.22-0.60)** | (0.26-1.77)*
Travma sonrasi 0.61 0.27 0.72 0.17 0.088
kan (0.54-1.00)¢ | (0.00-0.63)" (0.00-1.16)* (0.01-0.66)
Beyin 3.70 1.10 4.93 0.62 <0.001
parankimi (1.99-5.03)>" | (0.69-1.56)** | (1.98-10.01)*" | (0.45-0.90)°
P <0.001 <0.001 0.018 0.395 -

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Ayn1

satirda yer alan farkli kiiciik harfler (a, b, ¢) gruplar arasi farkliligi, ayni kiigiik harfler (a, b, c) gruplar

aras1 benzerligi ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan farkli biiyiik harfler (X, Y, Z) ol¢iimler arasi

farkliligi, ayni biiytik harfler (X, Y, Z) 6l¢timler aras1 benzerligi ifade etmektedir.
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Sekil 17: Akut gruplarda karsilagtirmali TERT sonug grafigi

Kafa travmasi olusturulup akut dénemde sakrifiye edilen si¢anlarda;

1. Kontrol grubunda TERT enzim degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustir (p: <0.001). Travma sonrast TERT degerlerinda azalma mevcut iken, bu

degerdeki diisme beyinden alinan 6rneklerde daha az 6l¢iilmiistiir.

2. Pentoksifilin verilen grupta TERT degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustir (p: 0.018). Pentoksifilinin TERT degerlerinde arttirdigi goriilmistiir. Beyin

dokusunda TERT diizeylerinin diger gruplara gore daha fazla artma olmustur.

3. 2-ME verilen grupta TERT degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p:
0.395). Beyin dokusunda TERT diizeyleri diger gruplara gore daha diisiik 6l¢iilmiistiir.
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4.4.2. Kronik Gruplar

Tablo 9: Kronik donemde ¢aligilan TERT ile ilgili istatistik sonuglar.

Kronik Gruplar
Degisken SHEM Kontrol Pentoksifilin 2-ME
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14) P

TERT
Travma dncesi 0.61 0.66 4.62 1.67
kan (0.54-1.00** | (0.10-1.67)>* | (1.99-5.21)** | (1.56-3.21)**" <0001
Travma 0.61 0.54 0.06(0.40- 0.58 0.927
sonrasi kan (0.54-1.00)* | (0.13-1.27)* 1.02)" (0.24-1.00)*
Beyin 3.70 2.97 1.28 2.41 0,026
parankimi (1.99-5.03)*Y | (2.26-5.52)*Y | (0.57-2.64)>" | (1.26-7.89)®

P <0.001 <0.001 0.002 0.003 -

Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma veya ortanca (1. ve 3. kartiller) olarak ifade edilmistir. Aym satirda yer alan
farkl kiigiik harfler (a, b, ¢) gruplar arasi farklihgi, aym kiiciik harfler (a, b, ¢) gruplar aras1 benzerligi ifade etmektedir.
Aym siitunda yer alan farkh biiyiik harfler (X, Y, Z) él¢iimler arasi farklihgi, aym biiyiik harfler (X, Y, Z) él¢iimler arasi

benzerligi ifade etmektedir.
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Sekil 18: Kronik gruplarda karsilastirmali TERT sonug grafigi
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Kafa travmasi olusturulup kronik dénemde sakrifiye edilen siganlarda;

1. Kontrol grubunda TERT degerlerindeki degisiklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustir (p: <0.001).

2. Pentoksifilin verilen grupta TERT degerlerinde kanda ve beyinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustir (p: 0.002). TERT dizeylerinin kanda azaldigi goriilmiistiir.
Beyinde ise diger gruplara gore daha diisiik degerler elde edilmistir.

3. 2-ME verilen grupta TERT degerlerinde ki farklilik istaistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p: 0.003). TERT degerlerinin 2-ME ile kanda azalma olmustur. Beyin
dokusunda ise sham ve shame gore diisiik ama pentoksiline gore yiiksek degerler elde

edilmistir.
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5. TARTISMA

Kafa travmalari; biitiin diinyada sik karsilasilan, adli, tibbi ve cerrahi yonleri ile bugin
icin hala 6nemli saglik, toplumsal ve ekonomik alanda sorundur. Travmatik beyin hasari

tim dlnyada geng nufusta 61tm ve sakatligin 6nde gelen sebebidir (33).

Travma sonucu santral sinir sisteminde ilk olarak birincil beyin hasari meydana
gelmekte, birincil beyin hasarini takiben ortaya ¢ikan bir¢ok karmasik fizyopatolojik
olaylara bagli olarak ikincil beyin hasar1 olusmaktadir. Birincil hasarin kendisi serebral
vaskiiler yapilarda yirtilma ve kopmalara da yol agmaktadir. Ikincil hasarin temelini
olusturan hiicresel olaylar dongiisii; birincil hasarla baslamakta ve ilk saatlerde
enflamatuar, eksitotoksik, oksidatif stres, metabolik, vaskiler ve mitokondriyal
mekanizmalarla aktive olmaktadir. Sekonder beyin hasar1 primer travmayi takiben

saatler ya da gunler iginde meydana gelir. (46).

Ozellikle son 20 yilda kafa travmalarmin fizyopatolojisi hakkindaki bilgilerde artis,
yogun bakimdaki hasta bakim tekniklerindeki gelismeler ve travmatik beyin hasarindan
sonra gelisen ikincil ndronal hasarin fizyolojisinin anlasilmasi ile birlikte mortalite

oranlar1 azalmis, prognozda belirgin diizelmeler gézlenmistir (45).

Santral sinir sistemi, inflamatuar cevabin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Hem
dolasimdan hem de noral yollardan gelen immunolojik sinyallere cevap vermektedir.
Travmatik beyin hasarinda inflamatuar siirecin baslamasi, organize olmasi; pro-

antiinflamatuar sitokinler, kemokinler, adezyon molekiilleri, kompleman faktorleri,
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reaktif oksijen radikallerini iceren kompleks ve multifaktoriyel bir strectir. Hasar
sonrasi erken donemde gelisen inflamasyon; kan elemanlarinin ekstravazasyonu, hiicre
ici olusan inflamasyon komponentleri, reaktif oksijen/nitrojen iiriinleri tarafindan
uyarilmakta ve santral sinir sisteminde doku hemostazinin bozulmasina, mikroglia ve

astrositlerin aktivasyonu ile inflamasyonun baslamasina neden olmaktadir (57).

Beynin, diger organlara gore oksidatif streslere karst savunma mekanizmasi daha azdir.
Bu nedenle beynin travmaya karsi antioksidan mekanizmalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Travmaya maruz kalan beyin, oksidanlara karsi ikincil hasardan

korundugu oranda normal fizyolojisine donebilir (5).

Travmatik serebral yaralanmalarda prognozu olumlu etkileyecek tek basina etkili bir
tedavi ajan1 giinlimizde heniiz ortaya konamamistir. Kafa travmasinin direkt etkisiyle
meydana gelen ve birincil doku harabiyeti olarak adlandirilan olaylara ek olarak; KiB’1
artmasi, posttravmatik endokrin ve biyokimyasal olaylar, herniyasyon, beyin ddemi,
beyin iskemisi, hipoksi ve hiperemi vs. gibi ikincil olaylari birbirinden ayirmak,

tedaviyi planlamak agisindan son derece 6nemlidir (4).

Travma ile olusan iskemi sonrasit noronal hasari1 6nlemek ve kotii ndrolojik sonuglar
diizeltmek icin, hipoksi ve beyin 6demini derinlestiren molekiillerin iiretimini veya
dagilimmi azaltmak gerekmektedir. Bunlar1 inhibe eden ajanlarin, tedavi edici etkileri
ile SSS travma veya iskemi sonrasi olusan kotlii nodrolojik tabloyu olumlu yonde

etkiledigi bildirilmistir. (6, 47).

Yaralanmadan sonraki saatler icinde TNF, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar
enzimlerin miktar1 artar. Doku hasarmin ilerlemesi direkt olarak ndrotoksik
mediyatorlerin salinimina veya indirekt olarak nitrik oksit ve sitokinlerin salinimina
baghidir. Vazokonstriktorlerin biraz daha salinmasi, 16kosit ve trombosit adezyonu ile
mikrovaskiiler yapmin obliterasyonu ve 6dem olusumu doku perfiizyonunu daha da

azaltir ve ardindan sekonder beyin hasarini siddetlendirir (51).

Travma sonrasinda TNF-a beyinde hizli sekilde artmaktadir. Erigkin si¢anlara ekzojen

TNF-a verilmesi fokal iskemik beyin hasarlanmasini siddetlendirirken, endojen TNF-
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a’nin TNF baglayici protein veya TNF antagonistleri ile bloke edilmesinin iskemik ve

travmatik beyin hasarinda noéroprotektif etkileri gosterilmistir (109, 115, 116)

Uygunsuz ya da artmig TNF-o iiretimi organizmaya zarar verebilmektedir. Kanser,
kronik infeksiyon ve kronik inflamasyon durumlarinda ortaya ¢ikan anoreksi, kilo kaybi
ve protein yikimi gibi durumlardan TNF-a sorumludur. Ayrica endotoksinler nedeniyle
ortaya ¢ikan sok, vital organ disfonksiyonu, inatci stres hormonu salinimi ve buna bagl

6lumlerde de sorumlu mediyator TNF-o’dir (104).

Proinflamatuar sitokinler, 1L-1 ve TNF-a ¢esitli dokularda farkli biyolojik etkinliklere
sahiptirler. Bu sitokinlerin SSS hastaliklarinda inflamatuar reaksiyonlarla iligkili
olduklarini gdsteren calismalar mevcuttur. IL-1, TNF-a ve bunlarin mRNA’larinin SSS
hasarindan sonra arttiklar1 gosterilmesine ragmen, bu sitokinlerin hasardaki rolleri
heniiz tam anlagilamamistir. Hasarin erken donemlerinde gozlemlendigi gibi bu
sitokinlerin asir1 ekspresyonu hasarli doku i¢in zararli olabilir. Hasarin erken evresi

sirasinda gozlenen sitokinlerdeki diisiik diizey lezyonlu dokunun onarimini arttirabilir

(102).

IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler saglikli hayvan SSS’de diisiik oranda eksprese olurlar. Bu
ekspresyon ¢esitli tip lezyonlardan sonra 6nemli derecelerde artar. Bu sitokinlerin SSS
lezyonlarindaki rolleri halen tartigmalidir. Belirlenen duruma bagli olarak bu sitokinler,
norotropik ya da norotoksik olabilirler. Bu sitokinlerin agir1 tiretimi hasarlanmis SSS’ini
olumsuz yonde, diisiik seviyeleri ise olumlu yonde etkileyebilir. Bu sitokinlerin
etkisinin bloke edilmesi ile yapilan ¢aligmalar, SSS hasarin1 azaltic1 etki yaptiklarini
destekler. Aksine mutant hayvanlarda yapilan ¢aligmalar bu sitokinlerin SSS hasarinda

noroprotektif ajanlar olduklarini géstermistir (102).

Arteriyel endotel hiicrelerinde, insan genlerinin %?2’den fazlasinin, direkt veya indirekt
olarak HIF-1 tarafindan regiile edildigi bildirilmistir (9, 85, 86). Bu, transkripsiyonel
regiilator oksijen destegini artiran ve anaerobik ATP iretimini destekleyen bircok
adaptif genin induksiyonuna aracilik eder. Bu genler, glukoz transporter- 1 (GLUT-1),
glikolitik enzimler, vaskiiler endotelyal biyiime faktori (VEGF), NO sentetaz (NOS),

adrenomedullin, karbonik anhidraz, B adrenerjik reseptorler ve eritropoietini kodlayan
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genleri icermekte olup HIF-1 tarafindan aktive edilen genlerin bazilar1 listelenmistir.

Bunlar hiicre biiylimesi, anjiogenez, hiicre metabolizmas1 ve yasamasi ile ilgilidir (60,

87, 88, 89)

HIF-1’in kompleks bir rol oynayarak, hipoksik kosullarda apoptozisi indiikledigi
bildirilmistir (90). Ayni arastirma grubu tarafindan diisiik oksijen basincinda HIF-1a
delesyonlu kok hiicre genetik ¢alismalarinda, delesyonlu olanlardaki apoptozisin
normallerden daha az oldugu gosterilmistir. HIF-1a ve HIF-1p ekspresyonlarinin,
apoptozis ile ve kaspaz-3, Fas-hiicre yiizey reseptorleri, Fas ligandi gibi apoptoz uyarici

faktorlerle anlamli derecede korele oldugu gosterilmistir (90, 91)

Telomerler kromozomlarin uglarini degradasyondan ve fiizyondan koruyan DNA-
protein yapilaridir. Telomerler genomik biitiinliigiin korunmasinda 6nemli rol oynarlar.
Telomerler olmadan genetik materyal her bir hiicre bolinmesi sirasinda bir miktar
kaybedilir (125, 126). Insanda, telomeraz kromozomlarin uglarma yeni telomer
sekanslarin1 sentezlemektedir. Su ana kadar telomer bolgelerinin yaslanma ile iliskili
oldugu gosterilmisti fakat telomer bdlgelerindeki kisalmanin yaslanma ile ilgisinin
yaninda stres ile iligkili oldugu da gosterilmistir (10). Bunun yanisira telomer kisalmast,
hlcrenin apopitozise ge¢cmesini veya kromozomal Kkararsizlik olugsmasimi da
indUkleyebilmektedir. Telomeraz aktivitesinin eksik oldugu somatik hucrelerde ise her

hicre bolinmesinde telomerler kisalmaktadir (32).

Pentoksifilin spesifik olmayan tip 4 fosfodiesteraz (PDE4) inhibitord  olup
5’niikleotidaz enziminin inhibisyonuyla dokuda ATP kaybii azaltarak ve iskemik
siire¢ igerisinde enerji tliketimini minimumda tutarak hiicre hasarni engellemektedir
(135, 136). PDE enzim inhibisyonu ile hucre igi c-AMP duzeyi artmakta ve artan c-
AMP, ATP kullanarak hucre igi protein kinaz sistemini aktive edip membran
proteinlerinin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu fosforilasyon ile hiicre membran
stabilizasyonu saglanir. Diger yandan Na-K ATPaz’in aktivitesinin de artis1 hiicre

membran stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir (137).
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Pentoksifilin proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, TGF-B) uretimini inhibe ederek
antienflamatuar etki eder. Bu yolla periferik organ hasarinda koruyuculuk etkisi vardir

(135, 136). Kopeklerde ise beyin koruyucu etkisi gosterilmistir (138).

Daha oOnce pentoksifilinin akciger, kalp, barsak, karaciger, bobrek, spinal kord ve
beyinde iskemi-reperfiizyon hasarini azalttigina yonelik rat, fare, tavsan ve kopek gibi
cesitli hayvan tiirlerinde yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (146, 147, 148, 149, 150,
151).

Yenidogan sicanlarda yapilan calismada hipoksik iskemik beyin hasari Oncesi
pentoksifilin uygulamasinin serebral infarkt alanin1 azaltti§i, hipoksi sonrasi
pentoksifilin uygulamasinin kortikal hasari azaltirken striyatal ve hipokampal hasara

etkili olmadig1 gosterilmistir (144).

Helmy ve ark.’nin 2009 yilinda yaptiklari ¢calismada TNF-a’nin beyin ile ilgili farkl
bircok patolojide pro-inflamator mediator olarak gorev aldigi (171), Goodman’in
calismasinda TBH sonrasi insan kan ve BOS oOrneklerinde TNF-a’nin arttigir (172),
Knoblach’mm 1999 yilindaki ¢alismasinda ise siganlarda deneysel TBH sonrasi ise

noronal apopitozis i¢in TNF-o’nin promotor rol oynadig: belirtilmistir (173).

Insanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada ise pentoksifilinin dzellikle iskemik dokularda
olmak tiizere serebral kan akimini arttirdig: bildirilmistir (178). Pentoksifilinin hasarl
beyin bolgelerinde ndroprotektif etkilerinin olmasi nedeni ile TBH nin tedavisinde iyi
bir alternatif olacagini diisiindiik. Bu ¢aligmada pentoksifilinin diger gruplar ile
karsilastirildiginda akut (p<0.001) ve kronik (p: 0.004) donemde TNF-a degerlerini
ozellikle kanda daha belirgin olmak {izere inhibe ettigini, ancak bu inhibisyonun beyin
parankim Orneklerinde az oldugunu gozlemledik. Pentoksifilinin HIF-1o diizeyleri
tizerinde ise akut fazda arttirict etki gosterdigini, bununla birlikte TERT {iizerinde beyin

parankim dokusunda akut donemde daha belirgin bir artis oldugunu gézlemledik.

Literatiirde TBH’da pentoksifilinin HIF-1a’ya etkisi konusunda herhangi bir ¢alisma
yoktur. Bununla birlikte 2009 yilinda Zhou ve ark’nin tiibulointestinal fibrozis iizerinde

pentoksifilinin etkilerine baktiklar1 ¢calismada; pentoksifilinin HIF-1a’ya herhangi bir
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etkisinin olmadigi belirtilmistir (179). Bu ¢alismada da akut donemde pentoksifilinin
HIF-1o diizeyleri iizerinde herhangi bir inhibitér etkisi olmadigi hatta beyin
parankiminde HIF-1a diizeylerini arttirdigi gozlendi. Pentoksifilinin kronik dénemde
HIF-1a ile ilgili sonuglar ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber HIF-1a

diizeylerini diisiirdiigiinii tesbit edildi (0.135).

Pentoksifilinin iskemi tedavisinde (60 mg/kg) infark alanini disiirdigiinden ve
noroprotektif etkilerinden dolayr kullanilmaktadir (38). Literatiirde pentoksifilinin
TBH’da HIF-1a ve TERT diizeylerine etkileri ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada pentoksifilinin TNF-a diizeyleri iizerindeki inhibe etkisi dogrulanirken beyin
parankiminde bu inhibisyonun daha az oldugu tesbit edildi. Ayn1 zamanda akut
donemde TERT duzeylerindeki artma da pentoksifilinin TBH’da koruyucu etkisini
dogrulamaktadir. Bununla birlikte 6zellikle akut donemde beyin parankiminde artan
HIF-1a ekspresyon diizeyleri de noroprotektif etkileri konusunda yeni sorulari ve

calisma gerekliligini de beraberinde getirmektedir.

2-ME, post-transkripsiyonel asamada etki eden gii¢lii bir HIF-1a inhibitoriidiir (24).
Bunu mikrotibullerin  depolimerizasyonu ve slperoksid radikallerinin retiminin
etkilenmesiyle yapmaktadir (169). 2-ME’lin en 6nemli mekanizmasi neoanjiogenezin
inhibisyonudur. Mekanizmasi postranskripsiyonel olup HIF-la protein sentezinin

inhibisyonu ile sonuglanir (24).

2-ME’lin Ostrojen reseptorlerine afinitesi olmadig bildirilmesine karsin Sutherland ve
ark.’nin 2007 yilinda yaptigi ¢alismada 2-ME’lin MCF7 meme tiimor hiicre
kulttrlerinde ostrojen reseptor bagimli gen ekspresyonu ve mitozu aktive ettigi tesbit
edilmistir. Ancak Bruce-Keller ve ark.’nin 2007 yilinda yaptig1 diger bir caligmada
kontrolli kortikal impakt yoluyla TBH olusturulan farelerde 2-ME’lin néroprotektif
etkilerinin Ostrojen reseptor yolu aktivasyonuyla olmadigi, c¢iinkii; Ostrojen verilen

grupta beyin hasarinda herhangi bir iyilesme elde edilmedigi yoluyla bildirilmistir.

Schaible ve ark.’nin 2014 yilinda fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada 2-ME
uygulanmasi ile akut donemde (travmadan 30 dk. sonra) lezyon hacminin azaldigi

gosterilmistir.
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Schaible ve ark.’nin 2014 yilinda ki ayn1 ¢alismasinda TBH olusturulan farelerde 2-
ME’iin HIF-1a gen ekspresyonu lizerinde derin etkilerinin olmadigi, ancak etkin olarak
HIF-1a proteinini azalttig1 ve farkli HIF-1a hedef genlerininin vivo olarak artmasini
oransal olarak azalttigi tesbit edilmstir. Bu ¢alismada HIF-10’nin travmanin 6. saatinden

48. saatine kadar arttigin1 gostermektedir (61).

SAK olusturulan ratlarda HIF-1a artisinin apopitoz, KBB bozulmasi ve beyin édemine

sebep oldugu ve bu etkilerin 2-ME ile hafifletildigi gosterilmistir (163).

Sashindranath ve ark.’nin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada travmadan 24 saat sonra;
TNF-a ve Serpine 1 (PAI-1) gen ekspresyonundaki artigin HIF-1a araciligiyla 2-ME ile
azaltlldigim1  gostermistir. Inflamasyon, koagiilasyon, fibrinolizis ve KBB’nin
gecirgenligindeki artis gibi gesitli ikincil hasarlanmalarda patofizyolojik olaylardaki
potansiyel olumsuz etkilerinden dolayt TBH’da TNF-a uygun olmayan biyomarker
olarak diisliniilmiistiir. Kafa travmasinda artan PAI-1’in de norovaskiiler hasarlanmada
promotor rolii oldugu tesbit edilmistir (170). PAI-1’in artmasinin Johansson, Lip ve

Tuttolomondo gibi farkli ¢aligmalarda iskemi i¢in de risk olusturdugu belirtilmistir.

Fokal kortikal ¢arpma ile olusturulan deneysel kafa travmasinda Corletto ve ark.’nin
2009 yilindaki ¢alismasinda; HIF, VEGF, VEGFR ekspresyonunun, kontiize alanda ve
perilezyonal bolgedeki astrositlerde arttif1 gozlemlenmistir. Infiltre olan makrofaj ve

noétrofiller travmanin 4. giinlinde en yliksek diizeyde goriilmiistiir (174).

2-ME’tin HIF-1a diizeylerine etkisi daha dnce Schaible ve ark. tarafindan akut dénemde
bakilmis olmasma karsin kronik donemde 2-ME’iin etkileri konusunda literatiirde
calisma mevcut degildir. Schaible ve ark.’nin ¢alismasinda akut donemde HIF-1o’nin
diizeylerinde azalma oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada 2-ME’iin akut dénemde beyin
parankimi ve kan Orneklerindeki HIF-1o degerlerinde ileri diizeyde azalma oldugu
gozlemlendi (p<0.001). Kronik donemde ise HIF-1a diizeylerinde azalma olmakla

birlikte bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii (p: 0.584).
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2-ME’lin TNF-a diizeyleri iizerinde akut donemde istatistiksel olarak anlamli sonuglar
elde edilmedi (p: 0.024). Ancak beyin parankimindeki HIF-1o ekspresyonundaki
azalmanin sham, kronik ve pentoksifilin verilen gruba gore ¢ok daha oldugu gorildii.
Kronik donemde kanda daha belirgin olmak zere TNF-o degerlerini siiprese ettigi
ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p: 0.058). Ancak akut fazda
beyin dokusundaki TNF-a inhibisyonun diger gruplardan daha fazla oldugu tesbit
edildi. TERT seviyesindedki artisin ise akut fazda minimal oldugu goriildi.

Kang ve ark.’nmin 2004 yilinda vyaptiklar1 c¢alismada invivo olarak TERT
ekspresyonundaki artisin  hipoksik iskemik beyin hasarinda koruyucu oldugu
belirtilmistir. TERT postmitotik ve gelisen matiir sinir sisteminde néronal sag kalimin
modiilasyonunda dinamik rol oynamaktadir. TERT, eriskin beyin dokusunda
uyarilabilmekte olup NMDA reseptor aracili eksitotoksik nekrozu dnleyerek ndronlari
iskemik beyin hasarindan korumaktadir (39). TERT ve TBH konusunda literatiirde
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada akut donemde 2-ME’iin TERT tizerine etkisi
istatistiksel olarak anlamli degilken kronik dénemde 6zellikle beyin dokusunda TERT
diizeyleri yiiksek bulunmustur (p: 0.003). Pentoksifilinin ise akut donemde TERT
dizeylerini 6zellikle beyinde arttirdigni (p: 0.018) ve kronik ddnemde beyin
parankiminde TERT degerlerini diistirdiigii gOriilmiistiir (p:0.002).
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada yeni bir tedavi ajan1 olarak ¢aligilan HIF-1a inhibitorii 2-ME ile TNF-a
inhibitdri  pentoksifilinin TBH olusturulan ratlarda beyin parankimi ve kan
orneklerindeki HIF-1a, TNF-a ve TERT degerleri karsilastirilmali olarak ¢alisiimustir.
Neoanjiogenik yoOniiyle onkolojik calismalari fazla olan 2-ME’lin antiinlamatuar
etkilerinden dolayr TBH’nin ikincil hasarinda kullanilabilirligini 6grenmek amaciyla
calismamizda kullandik. 2-ME’lin akut doénemde HIF-lo degerlerindeki bariz
inhibisyonunun kronik dénemde daha az oldugunu, ancak beyindeki HIF-1a
inhibisyonunun akut ve kronik donemde diger gruplardan daha fazla oldugunu,gordiik.
2-ME’tin TNF-a {izerindeki inhibisyonunun akut donemde kanda olmadigini ancak
kronik donemde belirgin oldugunu, beyin parankiminde TNF-a inhibisyonunun akut ve
kronik donemde diger gruplardan daha fazla oldugunu, TERT duzeylerindeki
yukselmenin ise kronik dénemde oldugunu goérdiik. Bu nedenle 2-ME’{in kafa travmasi
sonrast kullaniminin faydali olabilecegini diisiindik. Pentoksifilinin ise; TNF-a
duzeylerindeki inhibitor etkisinin akut ve kronik dénemde kanda daha belirgin
oldugunu, beyinde ise bu inhibisyonun 2-ME’e gore daha az oldugunu tesbit ettik.
Pentoksifillinin HIF-1a diizeylerini ise akut donemde beyin parankiminde arttirdigini,
kronik donemde ise azltmakla birlikte bu azalmanin 2-ME’e kiyasla daha az oldugunu,
TERT degerlerini kronik donemde diisiiriitken akut donemde belirgin olarak
yikselttigini tesbit ettik. Bu nedenle pentoksifilinin TBH’da etkinligi yeterli degildir.
Ancak akut donemde TERT diizeylerindeki artma da pentoksifilinin TBH’da koruyucu
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etkinligini gostermektedir. Pentoksifilinin travma sonrasi akut dénemde kullaniminin

Onerilmesi i¢in daha detayli caligmalar gereklidir.

Sonug olarak; pentoksifilin apopitoz, KBB ve beyin 6deminde artisa neden olan HIF-1a
ekspresyonunu beyin parankiminde yukseltirken TNF-a’y1 disiirmekte ve TERT
tizerine olumlu katkilar saglamaktadir. Bu nedenle travma sonrasi tedavi edici ajanlarin
tek bir mekanizma {izerine etkili olmadigi birbiri ile iliskili veya iliskisiz birgok
mekanizma tizerine etkili oldugu ve hedeflenen tedavide bu etki mekanizmalari
arasindaki dengelerin etkili oldugu goriilmistiir. Pentoksifilin halen iskemik strok
sonrast kullanilabilen bir ajandir. Ancak travma sonrasi akut dénemde kullaniminin

onerilmesi icin daha detayli galigmalar gereklidir.

2- ME ile ilgili Wu ve arkadaslarinin 2013 yilindaki SAK sonrast HIF-1a {izerine
etkinligini gosteren ¢alisma ile bizim ¢alismamizda benzer sonuglar elde edilmis, HIF-
lo tizerine etkisi gosterilmistir. Ancak TNF-a iizerine 2-ME’lin yeterli etkinligi akut
donemde gosterilememekle birlikte kronik donemde beyin parankim dokusunda
gosterilmistir. Ayni sekilde TERT diizeylerindeki yiikselme kronik dénemde anlamli
bulunmustur. 2-ME’iin kafa travmasi sonrast kullaniminin faydali olabilecegi

distiniildi.

Travma sonrasi beyin parankiminde olusan hasara iligkin bircok bilinmezin de oldugu
malumdur. Bu c¢alismada kullandigimiz tedavi edici ajanlarinda birbirine zit farkli
mekanizmalar lizerinden etkinligini gordiik. Bu c¢aligma bize gdstermistir ki; travma
sonras1 ortaya ¢ikan olaylarin daha iyi anlasilmasi ve tedavinin planlanabilmesi i¢in
hiicre i¢i mekanizmalarin ve mediatdrlerin etkilesiminin daha iyi anlasilmasi gerekir. Bu
konuda daha fazla molekiiler ve genetik ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Calismamizin bu

konuda ileriki ¢alismalar i¢in bir basamak olmasini umuyoruz.

63



10.

KAYNAKLAR

Jennet B. Epidemiology of head injury. J Neurol Neurosurg Psychiatry 1996;
60:362-369.

Jennet B. Historical perspective on head injury. In: Narayan RK, Wilberger JE,
Povlishock JT (eds.) Neurotrauma. USA, The Mc Graw Hill Co., Inc. 1996; 3-11.

Ergiingdr F. Kafa travmalarinda patofizyoloji. In: Kofrali E, Zileli M, Ziyal I,
Unlii A (eds). Temel Nérosirurji. 1. cilt. Ankara: Bulug Tasarim ve Matbaacilik
Hizmetleri, 2010;553-580.

Jenneth B, Galbraith S. Head injuries: Pathology and natural history of head
injury. An introduction to neurosurgery (4 th ed). William Heinemann, London
1983, 214 — 233.

Ozben T: Pathophysiology of cerebral ischemia. Mechanisms involved inneuronal
damage. In: Free Radicals, Oxidative stress, and Antioxidants (Eds.Ozben T).
Plenum Press, New York, 1998, p.163-187.

Hall ED, Braughjer JM. Central nervous system and stroke. Il. Physiological and
pharmacological evidence for involvement of oxygen radicals and lipid
peroxidation. Free Radic Biol Med 1989; 6:303-313.

Grace, PA.; Ischemia-reperfusion injury, Br J Surg. 1994; 81: 637-647.

Yeo EJ, Chun YS, Park JW. New Anticancer Strategies Targeting HIF-1.
Biochem.Pharmacol 2004; 68: 1061-1069.

Semenza GL. Expression of Hypoxia-Inducible Factorl : Mechanisms and
Consequences. Biochem Pharmacol. 2000;59:47-53.

Armanios M, Blackburn EH. The telomere syndromes. Nat Rev Genet. 2012
Oct;13(10):693-704.

64



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Semenza GL, Nejfelt MK, Chi SM, Antonarakis SE. Hypoxia-inducible nuclear
factors bind to an enhancer element located to the human erythropoietin gene.
Proc Natl Acad Sci USA. 1991; 88: 5680-84.

Kelsey JL. Breast cancer epidemiology: Summary and future direction. Epidemiol
Rev. 1993;15:256-63.

Ke Q, Costa M. Hypoxia-inducible Factor-1 (HIF-1). Mol Pharmacol.
2006;70:1469-80.

Park S, Dadak AM, Haase V, Fontana L, Giaccia AJ, Johnson R. SHypoxia-
induced gene expression occurs solely through the action of hypoxia-inducible
factor la (HIF-1a): role of cytoplasmic trapping of HIF-2a. Mol Cell Biol.
2003;23:4959-71.

Yamada N, Horikawa Y, Oda N, Lizuka K, Shihara N, Kishi S, Takeda J. Genetic
Variation in the Hypoxia Inducible -1a Gene Is Associated with Type 2 Diabet in
Japanese. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism. 2005; 90: 41-47.

Semenza GL, Wang GL. A nuclear factor induced by hypoxia via de novo protein
synthesis binds to the human erythropoietin gene enhancer at a site required for
transcriptional activation. Mol Cell Biol. 1992;12:5447-54.

Jessica Cassavaugh and Karen M. Lounsbury. Hypoxia-Mediated Biological
Control. Journal of Cellular Biochemistry. 2011;112:735-44.

Lando D, Peet DJ, Gorman JJ, Whelan DA, Whitelaw ML, Bruick R. FIH-1 is an
asparaginyl hydroxylase enzyme that regulates the transcriptional activity of
hypoxia-inducible factor. Genes Dev. 2002;16:1466-1471.

Hewitson KS, McNeill LA, Riordan MV, Tian YM, Bullock AN, Welford RW,
Elkins JM, Oldham NJ, Bhattacharya S, Gleadle JM et al. Hypoxia-inducible
factor (HIF) asparagine hydroxylase is identical to factor inhibiting HIF (FIH) and
is related to the cupin structural family. J Biol Chem. 2002;277:26351-26355.

Metzen E, Berchner-Pfannschmidt U, Stengel P, Marxsen JH, Stolze I, Klinger M,

Huang WQ, Wotzlaw C, Hellwig-Burgel T, Jelkmann W. Intracellular localisation

65



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

of human HIF-1 alpha hydroxylases: implications for oxygen sensing. J Cell Sci.
2003; 116: 1319-26.

Lee J, Bae S, Jeong J, Kim S, Kim K. Hypoxia-inducible factor (HIF-1)a: its
protein stability and biological functions. Exp Mol Med. 2004; 36:1-12.

Maynard MA, Ohh M. Molecular targets from VHL studies into the oxygen-
sensing pathway. Curr Cancer Drug Targets. 2005; 5: 345-56.

Rabie T, Marti HH. Brain protection by erythropoietin: a manifold task.
Physiology. 2008;23:263-74.

Mabjeesh NJ, Escuin D, LaVallee TM, Pribluda VS, Swartz GM, Johnson MS, et
al. 2ME2 inhibits tumor growth and angiogenesis by disrupting microtubules and
dysregulating HIF. Cancer Cell 2003;3:363-75

Vakili A, Mojarrad S, Akhovan MM, Rashidy-Pour A. Pentoxifylline attenuates
TNF-a protein levels and brain edema following temporary focal cerebral

ischemia in rats. Brain Researcg. 2011; 1377: 119-125.

Essayan DM: Cyclic nucleotide phosphodiesterases. J Allergy Clin Immunol.
2001; 108(5):671-80.

Paradowski, PT., Zeman, K. Pentoxifylline. Postepy Hig Med Dosw. 1995; 49:
201- 20.

Yeh S, Ou L, Gean P, Hung J, Chang W. Selective Inhibition of Early —but not
late- Expressed HIF-1a Is neuroprotective in Rats after Focal Ischemic Brain
Damage. Brain Pathology. 2011: 249-262

Zhou D, Matchett G, Jadhav V, Dach N, Zhang J. The effect of 2-
methoxyestradiol, a HIF-1a inhibitér, in global cerebral ischemia in rats. Neurol
Res. 2008 April; 30(3): 268-271.

Bilgen M., A new device for experimental modeling of central nervous system
injuries. Neurorehabil Neural Repair. 2005; 19 (3): 219-226.

Bayramoglu A. Mesane kanserli hastalarin idrar orneklerinde telomeraz enzim

aktivitesi. FU Sag Bil Tip Derg. 2006; 20(6): 423-426.

66



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Frias C, Garcia-Aranda C, De Juan C, Moran A, Ortega P, Gomez A, Hernando F,
Lopez-Asenjo JA, Torres AJ, Benito M, Iniesta P. Telomere shortening is
associated with poor prognosis and telomerase activity correlates with DNA repair

impairment in nonsmall cell lung cancer. Lung Cancer 2008; 60: 416-425.

Battistella FD, Benfield JR. Blunt and penetrating injuries of the chest wall,
pleura and lungs. In. Shield Tw. General thoracic surgery. 5nd Ed.Philadelphia:
Williams and Wilkins. 2000; 815-863.

Oktem IS, Kamasak K, Dogu Y. Kafa Travmalar1. Séziier E,Ikizceli I(ed), Travma
El Kitabu, birinci baski, Adana: Ozyurt matbaacilik. 2011; 451-491.

Jennet B,Lindsay KW. Kafa travmasi sikligi, nedenleri ve sonuglari. Ozcan OE,
Turgut M, Acikgéz M (¢ev.) Temel Norosiriirji’den, 5. Baski. Ankara, Giines
Kitabevi., 1995; 229-240.

Mullins RJ, Stone J, Hedges JR, et al. Influence of a Statewide Trauma System
and the CRAMS Scale for Accurately Triaging Patients to Trauma Centers. Ann
Emerg Med 1985;14:1061-1064.

Dixon CE, Kochanek PM, Yan HQ, Schiding JK, Griffith RG, Baum E, Marion
DW, DeKosky ST. One-year study of spatial memory performance, brain

morphology, and cholinergic markers after moderate controlled cortical impact in
rats. J Neurotrauma. 1999; 16: 109-22.

Vakiki A, Khorasani MZ. Post-ischemic treatment of pentoxifiylline reduces
cortical not striatal infarct volime in transient model of focal cerebral ischemia in
rat. Brain Research. 2007; 1144: 186-191.

Kang HJ, Choi YS, Hong SB, Kim KW, Woo RS, Won SJ, et al. Ectopic
expression of the catalytic subunit of telomerase protects against brain injury
resulting from ischemia and NMDA-induced neurotoxicity. The Journal of
Neuroscience. 2004; 24: 1280-1287.

Emniyet Genel Midiirliigi Trafik Hizmetleri Bagkanligi. 2008 Raporu. Basimevi
Sube Miidiirliigii. Ankara. 2008; 13-14.

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kochanek%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20HQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schiding%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griffith%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baum%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marion%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marion%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DeKosky%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10098956

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Ulastirma Istatistikleri Takimi, Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2006 Y1l Trafik Kaza
Istatistikleri (Karayolu), Ankara. 2008; 11-13.

http://www.trafik.org.tr. Turkiye Geneli Kaza Istatistikleri. Erisim
tarihi:04.05.2015.

Stein SC, Clasification of head injury. In: Narayan RK, Wilberger JE, Povllishock
JT. eds. Neurotrauma. Mc Graww Hill: New York; p.31-41, 1996

Teasdale G, Jennet B. Assesment of coma and impaired consciousness: A
practical scale. Lancet 1974; 2: 81-84.

Marik PE, Varon J, Trask T. Management of head trauma. Chest 2002;122: 699-
711.

Graham DI, Adams JH, Doyle D, Teasdale GM, Lawrence AE, McLellan DR.
Ischaemic brain damage is still common in fatal non-missile head injury. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 52: 346-350, 1989

Cunningham AS, Salvador R, Coles JP, Chatfield DA, Bradley PG, Johnston AJ,
Steiner LA, Fryer TD, Aigbirhio FI, Smielewski P, Williams GB, Carpenter TA,
Gillard JH, Pickard JD, Menon DK. Physiological thresholds for irreversible
tissue damage in contusional regions following traumatic brain injury. Brain.
2005; 128: 1931-1942.

Mimoz O, Benoist JF, Edouard AR, Assicot M, Bohuon C, Samii K. Procalcitonin
and C-reactive protein during the early posttraumatic systemic inflammatory

response syndrome. Intens Care Med 1998; 24:185-8.
Bauman H, Gauldie J. The acute phase response. Immunol Today. 1994;15:74-80.

Feuerstein GZ, Wang X, Barone FC. Production of tumor necrosis factor-alpha
and interleukin-lbeta by human cerebral microvascular endothelium after

percussive trauma. J Trauma 1997; 42: 1101-7.

Werner C, Engelhard K. Pathophysiology of traumatic brain injury. Br J Anaesth.
2007; 99 (1): 4-9.

68



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Armstead WM. Differential activation of ERK, p38, and JNK MAPK by
nociceptin/orphanin FQ in  the  potentiation  of  prostaglandin

cerebrovasoconstriction after brain injury. Eur J Pharmacol. 2006; 529: 129-135.

DeWitt DS, Prough D. Traumatic cerebral vascular injury: the effects of
concussive brain injury on the cerebral vasculature. J Neurotrauma.. 2003; 20:
795-825.

Feuerstein GZ, Wang X, Barone FC. The role of cytokines in the neuropathology

of stroke and neurotrauma. Neuroimmunomodulation. 1998; 5: 143-1509.

Marklund N, Hillered L. Animal modelling of traumatic brain
injury in preclinical drug development: where do  we go from here?. Br J
Pharmacol. 2011; 164:1207-29.

Li L, Bu S, Backstrom T, Landstrém M, Ulmsten U, Fu X. Induction of apoptosis
and G2/M arrest by 2-methoxyestradiol in human cervical cancer HeLaS3 cells.
Anticancer Res. 2004; 24: 873-80.

Cederberg D, Siesjo P. What has inflammation to do with traumatic brain injury.
Childs Nerv Syst 2010;26:221-226.

Arand M, Melzner H, Kinzl L, Bruckner UB. Early iflammatory mediator
response following isolated traumatic brain injury and other major trauma in
humans. Langenbeck’s Arch Surg 2001;386:241-248.

Yu R, Gao L, Jiang S, Guan P, Mao B. Association of HIF-1alpha expression and
cell apoptosis after traumatic brain injury in the rat, Chin. J. Traumatol; 2001:
218-221.

Benarroch EE., Hypoxia-induced mediators and neurologic disease. Neurology.
2009; 73: 560-5

Schaible EV, Windschigl J, Bobkiewicz W, Kaburov Y, Dangel L et al. 2-
Methoxyestradiol confers neuroprotection and inhibits a maladaptive HIF-1a
response after traumatic brain injury in mice. J. Neurochemy. 2014; 129 (6): 940-
954

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marklund%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21175576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hillered%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21175576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Animal+modelling+of+traumatic+brain+injury+in+preclinical+drug+development%3A+where+do+we+go+from+here%3F+Br.+J.+Pharmacol.+164%2C+1207-1229.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Animal+modelling+of+traumatic+brain+injury+in+preclinical+drug+development%3A+where+do+we+go+from+here%3F+Br.+J.+Pharmacol.+164%2C+1207-1229.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%A4ckstr%C3%B6m%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Landstr%C3%B6m%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulmsten%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=li+l+2004+bu+s
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1471-4159

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Raval RR, Lau KW, Tran MG, Sowter HM, Mandriota SJ, Li JL et al. Contrasting
properties of hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) and HIF-2 in von Hippel-Lindau
associated renal cell carcinoma. Mol Cell Biol 2005; 25: 5675-86.

Dupont WD, Parl FF, Hartmann WH, Brinton LA, Winfield AC,Worrel JA, et al.
Breast Cancer Risk Associated with Proliferative Breast Disease and Atypical
Hyperplasia. Cancer. 1993; 71: 1258-65.

Makino Y, Kanopka A, Wilson WJ, Tanaka H, Poellinger L. Inhibitory PAS
domain protein (IPAS) is a hypoxia-inducible splicing variant of the hypoxia
inducible factor-3a locus. J Biol Chem. 2002; 277: 32405-32408.

Maynard MA, Evans AJ, Shi W, Kim WY, Liu FF, Ohh M. Dominant-negative
HIF-3 alpha 4 suppresses VHL-null renal cell carcinoma progression. Cell
Cycle. 2007 Nov 15; 6 (22): 2810-6

Cassavaugh J ve Lounsbury K.M.. Hypoxia-Mediated Biological Control. Journal
of Cellular Biochemistry. 2011; 112: 735-44.

Rocha S. Gene regulation under low oxygen: holding your breath for
transcription. Trends Biochem Sci 2007; 32(8): 389-97.

Hu CJ, Wang LY, Chodosh LA, Keith B, Simon MC. Differential roles of
hypoxiainducible factor 1 (HIF-1) and HIF-2 in hypoxic gene regulation. Mol Cell
Biol 2003;23:9361-74.

Jiang BH, Semenza GL, Bauer C, Marti HH. Hypoxia-inducible factor 1 levels
vary exponentially over a physiologically relevant range of O, tension. Am J
Physiol 1996; 271: 1172-80.

Salceda S, Caro J. Hypoxia-inducible factor loa (HIF-la) protein is rapidly
degraded by the ubiquitin-proteasome system under normoxic conditions. Its
stabilization by hypoxia depends on redoxinduced changes. J Biol Chem 1997,
272: 22642-7.

Ruas JL, Poellinger L, Pereira T. Role of CBP in regulating HIF- 1-mediated
activation of transcription. J Cell Sci. 2005; 118: 301-11.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maynard%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20WY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17998805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17998805

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Page EL, Robitaille GA, Pouyssegur J, Richard DE. Induction of hypoxia-
inducible factor-1a by transcriptional and translational mechanisms. J Biol Chem.
2002; 277: 48 403-9.

Tang N, Wang L, Esko J, Giordano FJ, Huang Y, Gerber HP et al. Loss of HIF-1_
in endothelial cells disrupts a hypoxia-driven VEGF autocrine loop necessary for
tumorigenesis. Cancer Cell. 2004;6:485-95.

Chun YS., Kim MS., Park JW., Oxygen-dependent and -independent regulation
of HIF-1alpha. J Korean Med Sci. 2002; 17(5): 581-8

Quintero M, Mackenzie N, Brennan PA. Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) in
cancer. EJSO 2004, 30: 465-8.

Bos R, Zhong H, Hanrahan CF, Mommers EC, Semanza GL, Pinedo HM. Levels
of Hypoxia-Inducible Factor-1 alpha During Breast Carcinogenesis. J Natl Cancer
Inst. 2001; 93: 309-14.

Semanza GL. HIF-1 and Tumor Progression :Pathophysiology and Therapeutics.
Trends Mol Med. 2002; 8: 62-67.

Semenza GL. Targeting HIF-1 for Cancer Terapy. Nat Rev Cancer. 2003; 3: 721-
32.

Ravi R, Mookerjee B, Bhujwalla ZM, Sutter CH, Artemov D, Zeng Q, Dillehay
LE, Madan A, Semenza GL, Bedi A. Regulation of tumor angiogenesis by p53-
induced degradation of hypoxia-inducible factor lalpha. Genes Dev. 2000; 14: 34-
44,

Mahon PC, Hirota K, Semenza GL. FIH-1: a novel protein that interacts with
HIF-1o and VHL to mediate repression of HIF-1 transcriptional activity. Genes
Dev. 2001; 15: 2675-2686.

Bardos JI, Ashcroft M. Hypoxia-Inducible factor-1 and Oncogenic Signalling.
BioEssay. 2004; 2: 262-609.

Salnikow K, Blagosklonny MV, Ryan H, Johnson R, Costa M. Carcinogenic
nickel induces genes involved with hypoxic stress. Cancer Res. 2000; 60: 38-
41.206.

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12378005

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Salnikow K, Donald SP, Bruick RK, Zhitkovich A, Phang JM, Kasprzak KS.
Depletion of intracellular ascorbate by the carcinogenic metals nickel and cobalt
results in the induction of hypoxic stress. J Biol Chem. 2004; 279: 40337-40344.

Li J, Davidson G, Huang Y, Jiang BH, Shi X, Costa M, Huang C. Nickel
compounds act through phosphatidylinositol-3-kinase/Akt-dependent, pS6k)-
independent pathway to induce hypoxia inducible factor transactivation and

Cap43 expression in mouse epidermal CI41 cells. Cancer Res. 2004; 64: 94-101.

Koukourakis MI, Giatromanolaki A, Polychronidis A, Simopoulos C, Gatter KC,
Harris AL, Sivridis E. Endogenous markers of hypoxia/anaerobic metabolism and
anemia in primary colorectal cancer. Cancer Sci. 2006; 97 (7): 582-588.

Manalo DJ, Rowan A, Lavoie T, Natarajan L, Kelly BD, Ye SQ, Garcia JG,
Semenza GL. Transcriptional regulation of vascular endothelial cell responses to
hypoxia by HIF-1. Blood. 2005; 105: 659-669.

Greer S. N., Metcalf J. L., Wang Y. and Ohh M. The updated biology of hypoxia-
inducible factor. EMBO J. 2012; 31: 2448-2460.

Semenza GL.Hypoxia-inducible factors in physiology and medicine. Cell. 2012;
48, 399-408.

Kiichi H, Semenza GL. Regulation of angiogenesis by hypoxia-inducible factor 1.
Crit Rev Oncol Hematol 2006; 59:15-26.

Carmeliet P, Dor Y, Herbert JM, Fukumura D, Brusselmans K, Dewerchin M,
Neeman M, Bono F, Abramovitch R, Maxwell P, et al. Role of HIF-1alpha in
hypoxia-mediated apoptosis, cell proliferation and tumour angiogenesis. Nature.
1998; 394: 485-490.

Volm M, Koomagi R. Hypoxia-inducible factor (HIF-1) and its relationship to
apoptosis and proliferation in lung cancer. Anticancer Res. 2000; 20: 1527-33.

Chen M. and Manley J. L. Mechanisms of alternative splicing regulation: insights
from molecular and genomics approaches. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2009; 10,
741-754.

72



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Kaelin WG, Jr. The von Hippel-Lindau tumour suppressor protein: O2 sensing
and cancer. Nat Rev Cancer 2008; 8:865— 873.

Testa U, Pannitteri G, Condorelli GL. Vascular endothelial growth factors in
cardiovascular medicine. J Cardiovasc Med. 2008; 9:1190 —1221.

Bogaert E, Van Damme P, Poesen K, et al. VEGF protects motor neurons against
excitotoxicity by upregulation of GIuR2. Neurobiol Aging Epub. 2010; 31 (12):
2185-91

Tolosa L, Mir M, Olmos G, Llado J. Vascular endothelial growth factor protects
motoneurons  from  serum  deprivation-induced cell death through
phosphatidylinositol 3-kinase-mediated p38 mitogen-activated protein kinase
inhibition. Neuroscience. 2009; 158: 1348-1355

Brines M, Cerami A. Emerging biological roles for erythropoietin in the nervous
system Nat Rev Neurosci 2005; 6: 484-494.

Marti HH. Erythropoietin and the hypoxic brain. J Exp Biol 2004; 207: 3233-42.

Weidemann A, Johnson RS. Nonrenal regulation of EPO synthesis. Kidney Int.
2009;75: 682 688.

Adamcio B, Sargin D, Stradomska A, et al. Erythropoietin enhances hippocampal

long-term potentiation and memory. BMC Biol. 2008;6:37.
Bradley JR. TNF-mediated inflammatory disease. J Pathol. 2008; 214 (2): 149-60

Wang CX, Shuaib A. Involvement of inflammatory cytokines in central nervous

system injury. Progress in Neurobiology. 2002; 67 (2): 161-172

Shohami, E., Ginis, I., & Hallenbeck, J. M. Dual role of tumor necrosis factor
alpha in brain injury. Cytokine & growth factor reviews. 1999; 10 (2): 119-130.

Popa C, Netea MG, van Riel PL, van der Meer JW, Stalenhoef AF. The role of
TNF-alpha in chronic inflammatory conditions, intermediary metabolism, and
cardiovascular risk. J Lipid Res. 2007; 48 (4): 751-62.

Bouwmeester T, Bauch A, Ruffner H, Angrand PO, Bergamini G, Croughton K,
et al. A physical and functional map of the human TNF-alpha/NF-kappa B signal
transduction pathway. Nat Cell Biol. 2004; 6 (2): 97-105.

73



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

George P., Charles W. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press,
New York,1998;p. 11.

Dahut WL, Lakhani NJ, Gulley JL, Arlen PM, Kohn EC, Kotz H et al. Phase |
clinical trial of oral 2-methoxyestradiol, an antiangiogenic and apoptotic agent, in
patients with solid tumors. Cancer Biol Ther. 2006; 5: 22-7.

James J, Murry DJ, Treston AM, Storniolo AM, Sledge GW, Sidor C, Miller KD.
Phase | safety, pharmacokinetic and pharmacodynamic studies of 2-
methoxyestradiol alone or in combination with docetaxel in patients with locally

recurrent or metastatic breast cancer. Invest New Drugs. 2007; 25: 41-8.

Simmons RD, Willenborg DO. Direct injection of cytokines into the spinal cord
causes autoimmune encephalomyelitis-like inflammation. J.Neurol. Sci. 1990;
100: 37-42

Gendron RL, Nestel FP, Lapp WS, Baines MG. Expression of tumor necrosis
factor-a in the developing nervous system. Int. J. Neurosci.1991; 60: 129-136

Navashiro H, Martin D, Hallenbeck JM. Inhibition of tumor necrosis factor and
amelioration of brain infarction in mice. J Cereb Blood Flow Metab. 1997;
17:229-232.

Schobitz B, De Kloet ER, Holshoer F. Gene expression of interleukin-1,
interleukin-6 and tumor necrosis factor in the brain. Prog. Neurobiol. 1994; 44:
397-432

Ellison MD, Merchant RE. Appearance of cytokine-associated central nervous
system myelin damage coincides temporally with serum tumor necrosis factor
induction after recombinant interleukin-2 infusion in rats. J.Neuroimmunol. 1991;
33: 245-251

Gamble JR, Smith WB, Vadas MA. TNF modulation endothelial and neutrophil
adhesion. In: Beutler, B. (Ed.), Tumor Necrosis Factor. New York: Raven;
1992.p.65-86

74


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16357512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16357512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16357512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=James%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murry%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Treston%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storniolo%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sledge%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sidor%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20KD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16969706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=james+j+murry+dj+2007

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Barone FC, Arvin B White RF, Miller A, Webb CL, Willette RN, et al. Tumor
necrosis factor-o. A mediator of focal ischemic brain injury. Stroke 1997;28:1233-
1244

Young GY, Gong C, Qin Z, Ye W, Mao Y, Betz AL. Inhibition of TNF-a
attenuates infarct volume and ICAM-1 expression in ischemic mouse brain.
Neuroreport . 1998; 9: 2131-2134

Lundberg IE. The role of cytokines, chemokines, and adhesion molecules in the
pathogenesis of idiopathic inflammatory myopathies. Curr Rheumatol Rep. 2000;
2 (3): 216-24.

Esmon CT. Role of coagulation inhibitors in inflammation. Thromb Haemost.
2001; 86 (1): 51-6.

Zaremba J, Losy J. Cytokines in clinical and experimental ischemic stroke. Neurol
Neurochir Pol. 2004; 38: 557-62

Minami M, Katayama T, Satoh M. Brain cytokines and Chemokines: Roles in
1schemic injury and pain J Pharmacol Sci 2006; 100:461-470

Werner C. and Engelhard K. Pathophysiology of traumatic brain injury. Br. J.
Anaesth. 2007; 99: 4-9.

Adams JH. Head injury. In: Adams JH, Duchen LW eds. Greenfields
Neuropathology 5 th edt. London: Edward Arnold 1992; 106-52

Ikeda Y, Long DM. The molecular basis of brain injury and brain edama. The role

of oxygen free radicals. Neurosurgery. 1990; 27: 1-11
Greider CW. Telomere length regulation. Annu Rev Biochem. 1996; 65: 337-65.
Hayflick L. Aging under Glass. Mutation Research 1991; 256: 69-80

Harley C.B.Telomere Loss: Mitotick Clock or Genetic Time Bomb? Mutation
Research 1991; 256: 271-282.

Reddel R.R. The Role of Senescence and Immortalization in Carcinogenesis.

Carcinogenesis 2000; 21: 477-484

Calado RT,Yound NS. Telomere diseases. N Engl. J Med. 2009:361;2353-65.

75



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Yilmaz Miroglu Y, Diraman E, Eren Z, Telomer ve Telomeraz; Tirk Bilimsel
Derlemeler Dergisi. 2011; 4: 41-48.

Prescott J.C.,Blackburn E.H. Telomerase; Dr. Jekyll or Mr. Hyde? Curr Opin
Genetics and Development 1999;9:368-373.

Griffith DJ, Corneau L, Rosenfield S, Stansel RM, Bianchi A, Mossus H,
Mammalian Telomeres end in A Large Duplex Loop, Cell. 1999; 97:503-514

Zvereva MI, Shcherbakova DM and Dontsova OA, Telomerase: Structure,
Functions, and Activity Regulation, Biochemistry (Moscow), 2010, Vol. 75, No.
13, 1563-1583.

Windmeier C, Gressner AM. Pharmacological aspects of pentoxifylline with
emphasis on its inhibitory actions on hepatic fibrogenesis (review). Gen Pharmac.
1997; 29: 181-96.

Haque K, Mohan P. Pentoxifylline for neonatal sepsis. Cohrane Database Syst
Rev. 2003; 2: 1-13.

Boldt Joachim, Brosch C, Piper SN, Suttner S, Lehmann A, Werling C: Influence
of prophylactic use of pentoxifylline on postoperative organ function in elderly

cardiac surgery patients. Crit Care Med. 2001; Vol. 29, No. 5.

Ustiinsoy H, Sivrikoz C, Nurozler F, et al: The protective role of pentoxifylline in
the peripheral system during extracorporeal circulation. Turkish J Thorach and
Cardiovasc Surg 2000; 8: 687-9.

Udassin  R,Vromen A,Seror D, Haksel Y. Pentoksifilin attenuates
ischemia/reperfusion injury to the small intestine in the rat. Pediatr Surg Int.1996;
11:329-333

Durgut K, Hosgér K, Gérmiis N, Ozergin U, Solak H: The cerebroprotective
effects of pentoxifylline and aprotinin during cardiopulmonary bypass in dogs.
Perfusion 2004; 19: 101-106.

Thiel, M., Bardenheuer, HJ., Drug therapy of sepsis. An indication for
pentoxifylline, Anaest.1994; 43: 249-56.

76



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

Eugene-Jolchine, 1., Milpied, N., Prevention studies with pentoxifylline: New
clinical Project, J Cardiovas Pharm. 1995; 25: 143-6.

Gilman AG,Goodman LS,Rall WT,Murad F. The methylxanhines.The
Pharmacological basis of therapeutics. Seventh edthion.1990:598-601.

Ely, H., Pentoxifylline therapy in dermatology: A review of localized
hyperviscosity and its effects on the skin, Dermatol Clin.1988; 6: 585-608

Bath PMW, Bath-Hextall FJ. Pentoxifylline, propentofylline and pentifylline for

acute ischaemic stroke (review). Cochrane Database Syst Rev. 2004; 3: 1-14.

Eun BL, Liu XH, Barks JD. Pentoxifylline attenuates hypoxic-ischemic brain
injury in immature rats. Pediatr Res. 2000; 47: 73-87.

Sulkowski S, Ejsmont-Pietrow G, Musiatowicz B et al.Role of pentoksifilin in
preventation and treatment of adult respiratory distress syndrome.Pneumonol
Alergol Pols. 1993: 61:574-8.

Ebrahimi F, Hajrasouliha AR, Tavakoli S, Sadeghipour H, Ghasmi M, Rofoui BR,
Ahmadi SH, Dehpour AR. Pentoxifylline improves reoxygenation-induced
contractile recovery through a nitric oxide-dependent mechanism in rat papillary
muscles. J Cardiovasc Pharmacol. 2006; 47: 571-7.

Banfi C, Sironi L, De Simoni G, Gelosa P, Barcella S, Perego C, Gianazza E,
Guerrini U, Tremoli E, Mussoni L. Pentoxifylline prevents spontaneous brain

ischemia in stroke-prone rats. J Pharmacol Exp Ther. 2004; 310: 890-5.

Sirin BH, Yilik L, Coskun E, Orta¢ R, girin H. Pentoxifyilline reduces injury of
the brain in transient ischaemia. Acta Cardiol. 1998; 53: 89-95.

Savas S, Delibag N, Savas C, Siit¢ii R, Cindas A. Pentoxifylline reduces
biochemical markers of ischemia-reperfusion induced spinal cord injury in
rabbits. Spinal Cord. 2000; 40: 224-9.

Simone AJH, Gerry TM. Pentoxifylline reduces fibrin deposition and prolongs

survival in neonatal hyperoxic lung injury. J Appl Physiol. 2004; 97: 2014-9.

Travadi J, Patole S. Pentoxifylline reduces the incidence and severity of

necrotizing enterocolitis in a neonatal rat model. Pediatr Res. 2006; 60: 185-9.

77



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

Zhu, B.T. Conney, A.H., Is 2-methoxyestradiol an endogenous estrogen
metabolite that inhibits mammary carcinogenesis? Cancer Res. 1998; 58, 2269—
2277,

Mueck A.O, Seeger H., 2-Methoxyestradiol-Biology and mechanism of action. J.
Steroids. 2010; 75: 625-631.

Sutherland T.E., Anderson R.L., Hughes R.A., et al, 2-Methoxyestradiol-a unique
blend of activities generating a new class of anti-tumor/anti-inflammatory agents.
Drug Discovery Today. 2007; 12: No 13/14.

Susan L. Mooberry, Mechanism of action of 2-methoxyestradiol: new
developments. Drug Resistance Updates 6; 2003; 355-361

Tevaarwek A.J., Holen K.D., Alberti D.B., et al. Phase | Trial of 2-
Methoxyestradiol NanoCrystal Dispersion in Advanced Solid Malignancies. Clin
Cancer Res. 2009; 15 (4): 1460-1465.

Zacharia L.C., Piché C.A., Fielding R.M., et al. 2-Hydoxyestradiol Is a Prodrug of
2-Methoxyestradiol. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2004; 309 (3): 1093-1097.

Lippert TH, Seeger H, Mueck AO. Metabolism of endogenous estrogens. In:
Oettel M, Schillinger E, editors. Estrogens and antiestrogens—handbook of
experimental pharmacology. Berlin: Springer Verlag; 1999. p. 243-71.

Mooberry SL. New insights into 2-methoxyestradiol, a promising antiangiogenic
and antitumor agent. Curr Opin in Oncol 2003;15:425-30.

Kim NY, Pae HO, Kim YC, Choi CK, Rim JS, Lee HS, Kim YM, Chung HT:
Pentoxifylline potentiates nitric oxideproduction in interleukin-1beta-stimulated
vascular smooth muscle cells through cyclic AMP-dependent protein Kinase A
pathway. Gen Pharmacol. 2002; 35 (4): 205-211.

Mooberry, S.L. Mechanism of action of 2-methoxyestradiol: New developments.
Drug ResistanceUpdates. 2003; 6: 355-361.

Becker, C.M., Rohwer, N., Funakoshi, T., et al. 2-methoxyestradiol inhibits
hypoxia-inducible factor-1a and supresses growth of lesions in a Mouse model of
endometriosis. Am. J. Pathol.2008; 172 (2): 534-544.

78



163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

Wu C., Hu Q., Chen J., et al. Inhibiting HIF-1a by 2ME2 ameliorates early brain
injury after experimental subarachnoid hemorrhage in rats. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 2013; 437: 469-474

Ip EY, Giza CC, Grieshach GS, Hovda DA. Effects of enriched environment and
fluid percussion injury on dendritic arborization within the cerebral cortex of the
developing rat. J Neurotrauma 2002; 19: 573-85.

Chen S, Pickard JD, Harris NG. Time course of cellular pathology after controlled

cortical impact injury. Exp Neurol. 2003; 182: 87-102.

Albert-Weissenberger C, Sirén AL. Experimental traumatic brain injury. Exp
Trans| Stroke Med. 2010; 13: 16

Marmarou A, Foda MA, van den Brink W, Campbell J, Kita H, Demetriadou K. A
new model of diffuse brain injury in rats. Part I: Pathophysiology and
biomechanics. J Neurosurg. 1994; 80(2): 291-300.

Thal C.S., Wyschkon S., Pieter D., Engelhard K., Werner C. Selection of
endogenous control genes for normalization of gene expression analysis after

experimental brain trauma in mice. J. Neurotrauma. 2008; 25: 785-794

Ricker JL, Chen Z, Yang XP, Pribluda VS, Swartz GM, Van Waes C. 2-
methoxyestradiol inhibits hypoxia-inducible factor lalpha, tumor growth, and
angiogenesis and augments paclitaxel efficacy in head and neck squamous cell
carcinoma. Clin Cancer Res. 2004; 10:8665-73

Sashindranath M, Sales E, Daglas M, Freeman R, Samson AL, Cops EJ. The
tissue-type plasminogen activator-plasminogen activator inhibitor 1 complex
promotes neurovascular injury in brain trauma: evidence from mice and humans.
Brain. 2012;135: 3251-64

Helmy A, De  Simoni MG, Guilfoyle MR, Carpenter KL, Hutchinson PJ.
Cytokines and innate inflammation in the pathogenesis of human traumatic brain
injury. Prog Neurobiol. 2011 Nov;95(3):352-72

Goodman J, Robertson C.S, Grossman R.G, Narayan R.K. Elevation of tumor

necrosis factor in head injury. J. Neuroimmunol. 1990; 30: 213-217.

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albert-Weissenberger%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20707892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sir%C3%A9n%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20707892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20707892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20707892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ricker%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20XP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pribluda%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swartz%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Waes%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15623651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22822039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22822039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22822039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helmy%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21939729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Simoni%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21939729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guilfoyle%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21939729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carpenter%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21939729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hutchinson%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21939729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=helmy%2C+de+simoni+2011

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

Knoblach S.M, Fan L, Faden A.l. Earlu neuronal expression of tumor necrosis

factor-a after experimental brain injury contributes to neurological impairment. J.

Neuroimmunol. 1999; 95: 115-125.

Corletto, F., Beech, J., Skepper, J., Menon, D. Characterization of expression of
hypoxia inducible factor 1 alpha in a rat model of traumatic brain injury. J.
Neurotrauma. 2009; 26: A39.

Marbacher S, Fandino J, Kitchen ND: Standardintracranial in vivo animal models

of delayed cerebral vasospasm. Br J Neurosurg. 2010; 24: 415-434.

Evans SM, Pinto Pereira LM, Addae JI: Neuroprotection by caffeine and
pentoxifylline during experimental cerebral ischaemia. West Indian Med J. 1999;
48: 23-25.

Bruno Rde B, Marques TF, Batista TM, Lima JC, de Arruda KG, Lima PF, Santos
Nda S, Cunha GM, Vitor HV, Viana GS: Pentoxifylline treatment improves
neurological and neurochemical deficits in rats subjected to transient brain
ischemia. Brain Res. 2009; 1260: 55-64.

Hartmann A, Tsuda Y: A controlledstudy on the effect of pentoxifylline and an
ergot alkaloid derivative on regional cerebral blood flow in patients with chronic
cerebrovascular disease. Angiology. 1088; 39:449-57.

Zhou Q , Zheng F, Hou F. Inhibition of tubulointerstitial fibrosis by pentoxifylline
is associated with improvement of vascular endothelial growth factor expression.
Acta Pharmacol. 2009; 30: 98-106.

80



TUTANAK

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahi Anabilim Dali arastirma
gérev gorevlisi Dr. Abdulbaki YUCEER’in 06/07/2015 tarihinde yapilan “Deneysel Kafa
Travmas1 Olusturulan Siganlarda Pentoksifilin ve 2-Metoksiestradiol'in HIF-1a, TNF-o,
Apopitozis ve Telomeraz Aktivitesi ile Iligkili Genler Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi” Tipta
Uzmanlik Tezi Degerlendirme Sinavinda basarili olmustur. Is bu tutanak tarafimizca imza
altina alinmistir.

Prof.




