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OZET

Beyin hasarina ilk yanit veren hicreler mast hucreleridir. Triptaz
santral sinir sisteminde eksprese edilen ve proteaz aktive edici reseptor
(PAR) ailesinin bir uyesi olan PAR-2'nin endojen ligandidir. Guncel literatur,
cesitli beyin yaralanmalarn sonrasinda PAR-2'nin kan beyin bariyeri (KBB)
hasarinda katkisi oldugunu desteklemektedir. Bu c¢alismada PAR-2
inhibisyonunun siganlarda cerrahi beyin hasarina (CBH) bagli KBB hasarini

Onlemede etkisinin arastirlmasi amacglanmigtir.

Calismamizda 92 adet Sprague Dawley cinsi digi sican Sham ve CBH
gruplarina ayrildi. Denekler dort ana deney igin [seyir ¢calismasi (n=4/grup),
24-saat son durum (n=6/grup), 72-saat son durum (n=4/grup), mekanizma
caligsmasi (n=6/grup)] rastgele 4 gruba ayrildi [Sham, CBH+ Serum Fizyolojik
(SF), CBH+FSLLRY-NH2, CBH+FSLLRY-NH2+AC55541]. CBH sonrasi
beyin su icerigi (BSi) ve norodavranis testleri degerlendirildi. Western blot
(WB) yontemi kullanilarak triptaz, PAR-2, albumin, okludin ve klaudin-5

proteinlerinin seviyelerine bakildi.

CBH sonrasi BSi'de artis, nérodavranis testlerde bozulma, endojen
triptaz ve PAR-2 ekspresyonunda artis saptandi. CBH sonrasi PAR-2
inhibisyonu (FSLLRY-NH2) uygulamasi, beyin 6deminde azalma ve norolojik
fonksiyonlarda iyilesme ile sonuglandi. Ayrica WB yontemi ile PAR-2 ve
albumin seviyesindeki azalma ile okludin ve klaudin-5 seviyesindeki artig

gOsterilerek sonuglar dogrulandi.

CBH sonrasi gorulen KBB hasari ve sonugta gelisen beyin édemi
norolojik disfonksiyona yol agmaktadir. PAR-2 inhibisyonu, CBH sonrasi
beyin 6deminde azalma ve noérolojik fonksiyonlarda iyilesme ile iligkilidir.
Ayrica CBH'yi takiben PAR-2 aktivasyonu (AC55541), PAR-2 inhibisyonu ile
saglanan noroprotektif etkiyi geri dondurmektedir. Bu da CBH sonrasi mast

hicre triptazina bagdli KBB hasarinin en azindan kismen PAR-2 araciligiyla



etkilendigini desteklemektedir. CBH sonrasi PAR-2 inhibisyonu KBB hasarini

azaltmada yeni bir terdpatik hedef olabilir.

Anahtar kelimeler: Cerrahi beyin hasari, kan beyin bariyeri, mast hucresi,

proteaz aktive edici reseptdr-2, triptaz.



SUMMARY

Investigation of the Effect Of PAR-2 Inhibition in Prevention of Blood

Brain Barrier Damage Related to Surgical Brain Injury in Rats

The first cells that respond to brain injury are mast cells. Tryptase is an
endogenous ligand of protease-activated receptor-2 (PAR-2) which is a
member of the PAR family that expressed in the central nervous system.
Current literature, supports the PAR-2 contribution of PAR-2 to blood brain
barrier (BBB) damage after brain injuries. This study aimed to investigate the
effect of PAR-2 inhibition in preventing BBB damage after surgical brain
injury (SBI) in rats.

in our study 92 female Sprague Dawley rats were divided into sham
and SBI groups. Animals were divided into 4 main experiments [time course
(n=4/grup), 24-hour (n=6/grup), 72-hour (n=4/grup), mechanism (n=6/grup)]
to 4 groups (Sham, SBl+salin, SBI+FSLLRY-NH2, SBI+FSLLRY-
NH2+AC55541). Following SBI brain water content (BWC) and neurological
status were evaluated. Levels of tryptase, PAR-2, albumin, occludin and
claudin-5 proteins were measured using western blot (WB) method.

An increase in BWC, deterioration in neurobehavioral tests, and
increase in endogenous PAR-2 expression were detected after SBI.
Administration of PAR-2 inhibition (FSLLRY-NH2) following SBI, reduced
brain edema and improved neurofunction. Additionally, Resultes were
confirmed with WB method, detecting a reduce in albumin and PAR-2 after

SBI, and an increase in occludin and claudin-5.

BBB injury and resulting brain edema after SBlI lead to the
neurodysfunction. Inhibition of PAR-2 is associated with reduction brain
edema and improvement in neurofunction. Additionally, PAR-2 activation
(AC55541) following SBI reverses neuroprotective effect provided by PAR-2
inhibition. This supports mast cell tryptase-induced BBB damage after SBI is



partially mediated by PAR-2. PAR-2 inhibition after SBI may be a new
therapeutic target in reducing BBB injury.

Key words: Surgical brain injury, blood brain barrier, mast cell, proteaz

aktive reseptor-2, tryptase.



GiRiS

Mikrosirurjikal teknikler ve teknolojik son gelismelere ragmen cerrahi
islemler sirasinda yasanan aksilikler ve komsu ndéral dokunun yaralanma
ihtimali beyin cerrahlar igin zorluk teskil etmektedir. Beyin cerrahisindeki
operasyonlarin buyuk ¢ogunlugunda kortikal insizyonlar, aspirasyon, beyin
retraksiyon sistemleri, elektrokoagulasyon gibi tekniklerin kullaniimasi ile
meydana gelen beyin hasari sonucu 6dem gelisimi gibi komplikasyonlarin
goérilmesi kaginilmazdir. Kan beyin bariyeri'nin (KBB) bozulmasini takiben
gelisen serebral 6dem ve buna bagh ndrolojik disfonksiyonlar baslica
norogirurjikal komplikasyonlar arasindadir (1, 2). Serebral 6deme yonelik

tedavilerde uzun yillardir bir ilerleme kaydedilememigtir.

Kraniyal cerrahi sirasinda perioperatif néral dokunun korunmasi igin
noroprotektif stratejiler, son zamanlarda pek c¢ok deneysel arastirmanin
konusu olmustur. Bu arastirmalar cerrahi beyin hasari (CBH) teriminin
onemsenmesine yol acmistir. Klinik olarak CBH, altta yatan beyin
patolojisinden kolayca ayirt edilemez. Bu durum CBH'yi bagimsiz bir sonug
olarak incelemeyi zorlagtinir. Bununla birlikte, CBH'nin beyin fizyolojisi ve
ndrolojik sonug Uzerindeki etkisini dlgmek igin hayvan modelleri geligtirilmigtir.
Frontal lob CBH sican modeli hem kortikal hem de parankimal hasara neden
olarak cerrahinin neden oldugu beyin hasarini simile etmeye ve beyinde
norosirurjikal girisimler sonrasi gorulen postoperatif degisiklikleri incelemeye

yardimci olmaktadir (3, 4).

Beyin mast hucreleri, beyin hasarina ilk yanit veren hucrelerdir ve
noroinflamasyona yanitin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (5). Artmig
noétrofil aktivasyonu, inflamatuar sitokin seviyelerindeki artig, hticre 6lumua ve
KBB'nin bozulmasi ile karakterize CBH modelinde kortikotomiyi ¢evreleyen
guglu bir inflamatuar reaksiyon mevcuttur (3, 6). Deneysel ortamda CBH’ye
bagli néroenflamasyon; beyin dokusunun rezeksiyonu esnasinda mikroglial
aktivasyon, periferik immun hdcre infiltrasyonu ve proinflamatuar sitokinlerin

artmasi ile beyin 6demine katkida bulunmasiyla karakterizedir.



Noéroenflamasyonu hedef alan terapdtik stratejiler, beyinde cerrahi islemler

uygulanan hastalarda postoperatif norolojik defisitleri en aza indirmektedir
(7).

Proteaz aktive edici reseptdor-2 (PAR-2) santral sinir sisteminde
(SSS) yaygin olarak eksprese edilen PAR reseptor ailesinin bir Gyesidir.
PAR-2, mast hucre triptazinin endojen reseptorudur ve ayrica beyin
mikrovaskuler endotel hlcrelerinde bol miktarda eksprese edilmekte,
¢ogunlukla da mast hicreleri aktivasyonuna bagli aktive olmaktadir (8). Daha
onceki ¢alismalar, deneysel beyin hasari modellerinde KBB'deki bozulmaya
bagli beyin mast hucrelerinden salgilanan ana sekretuvar protein olan
triptazin proinflamatuar sitokin salinimina yol acgtigini, bunu da PAR-2
araciligr ile mikroglia ve astrosit aktivasyonu yaparak gergeklestirdigini
gostermistir (9-11). PAR-2'nin SSS Uzerindeki fizyolojik roli tam olarak
bilinmese de aktivasyonunun hem noronlarda hem de astrositlerde hucre igi
Ca*? seviyelerini arttirdigi ve nitrik oksit salimmini tetikledigi gosterilmistir
(12). Bunun aksine bazi galismalar, PAR-2’nin sinaptik etkiyi kaldirarak,
astrositleri aktive ederek, gliotransmitter salarak ve MAP kinaz yolaklari
inhibe ederek noroproteksiyona katkida bulundugunu desteklemektedir (13,
14). Bu nedenle, PAR-2'nin beyin patolojilerinin tedavisi i¢in yeni bir terapotik

hedef oldugu 6ne surtlmuastir (12-14).

Calismamiz, literatirde CBH sonrasi PAR-2 iligkili KBB hasarini
gosteren ilk calismadir. Bu calismada PAR-2 inhibisyonunun siganlarda
cerrahi beyin yaralanmasina bagh KBB hasarini 6nlemede etkisinin
arastirilmasi amaclanmaktadir. Bu kapsamda sicanlarda CBH olusturulmasi,
olusturulan sigan gruplarinda etkin dozlarda intranazal (i.n.) olarak FSLLRY-
NH2 (PAR-2 inhibitori) ve AC55541 (PAR-2 aktivatori) uygulamasi ile beyin
su igerigi (BSI), norolojik son durum ve sag frontal cerrahi alan (SFCA)
cevresi Orneklerinde western blot (WB) yoéntemi kullanilarak yolak

proteinlerinin ekspresyonunun incelenmesi amaglanmaktadir.



Yukaridaki bilgilere dayanarak, siganlarda PAR-2 inhibisyonun CBH
sonrasi KBB hasarini 6nlemede etkin olabilecegini duslinmekteyiz. Bu

calisma igin onerilen mekanizma sekil-1'de gosterilmistir.

__.I inhibisyon
———> aktivasyon
Mast Hiicresi

f\ Beyin 6demi

T 1 SBP
Klaudin-5 ~& = =%~ OKludin l
Nérodisfonksivon

Endotel hiicresi

Sekil-1: Bu ¢alismada 6ne sirilen hipotezin sematik resmi. CBH takiben aktive olan mast
hicrelerinden salinan triptaz PAR-2 aktivasiyonuna sebep olur. CBH sonrasi SBP
ekspresyonundaki azalmaya bagli beyin 6demi sonug¢ olarakta noérolojik disfonksiyon
gelismektedir. Bu galismada tedavi amaci ile PAR-2 inibitori (FSLLRY-NH2) kullanilirken,
hipotezde Onerilen mekanizmanin teyidi icin PAR-2 aktivatori (AC55541) kullaniimistir.
CBH: Cerrahi Beyin Hasari, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Resepttr-2, SBP: Siki Baglanti
Proteinleri.

—




GEREG VE YONTEM

Calismamiz Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 14.09.2021 tarih ve 2021-11/10 numarali karariyla onaylandi.

Calismamiz, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
anabilim dali laboratuvarinda yapildi. Calismada 280-380 gr agirliginda,
toplam 143 adet, Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi. 4 ana deney igin

hayvanlar 2 ana gruba ayrildi:

1- Sham grubu: Sinirlari sagda koronal sutirin 1 mm 0OnuU ve sagittal
suturan 2 mm laterali olacak sekilde sag frontal kraniyotomi yapilan ve
sag frontal lobektomi uygulanmayan grup.

2- CBH grubu: Sag frontal kraniyotomi uygulandiktan sonra sag frontal
lobektomi yapilan grup. Bu gruptaki hayvanlar 3 gruba ayrildi:

Grup 2a: CBH+ Serum Fizyolojik (SF) (kontrol grubu)
Grup 2b: CBH+FSLLRY-NH2 (tedavi grubu)
Grup 2c: CBH+FSLLRY-NH2+AC55541 (mekanizma grubu)

A: Sicanda Cerrahi Beyin Hasari Modeli

Sigcanlar deney gunune kadar, sicakhgr 21 °C’de olan bir odada ve
12 saat karanlik, 12 saat aydinlik dongustinde ve tek kafeste maksimum dort
sigan olacak sekilde, cerrahi 6ncesi 1 gun su ve yem alimlari serbest
birakilarak tutuldular. Siganlar rastgele Sham ve CBH gruplarina ayrilarak
Sham grubuna sadece sag frontal kraniyotomi, CBH grubuna ise sag frontal
kraniotomiyi takiben kismi sag frontal lobektomi uygulandi.

Sicanlar izofloran (Isoflurane, Abbott Labs, Queenborough, ingiltere)
ile derin sedatize edildikten (induksiyon icin %4, idame icin %2) sonra prone
pozisyonda stereotaktik bagliga alindi (Sekil 2-A). Anestezi derinligi her 15



dakikada bir kuyruktan agr verilerek degerlendirildi. Cerrahi mikroskop (Opmi
99, Carl Zeiss, Almanya) altinda orta hat cilt insizyonu yapildi (Sekil 2-B) ve
sag frontal bolge ortaya konulduktan sonra 5x5 mm boyutlarindaki sag frontal
kraniotomiyi (Sekil 2-C) takiben dura acildi. Sinirlari sagda koronal sutiran 1
mm OnU ve sagittal sttlriin 2 mm laterali olacak sekilde sag frontal lobektomi
yapildi (Sekil 2-D, 2-F). Rezeksiyonu takiben SF ile irrigasyon yapilarak
kanama kontrolu saglandi. Kanama kontrolu sonrasi cilt primer suture edildi.
Sham grubuna ayni sartlar altinda, anesteziyi takiben, dura agilmadan ve
frontal lob rezeksiyonu yapilmadan sadece sag frontal kraniotomi uygulandi
(Sekil 2-E). Her sicanin numarasi kuyruguna yazildi ve sivi replasman amaci

ile postoperatif donemde subkutan 1cc SF verildi.

Olfaktor bulb

Koronal siitiir hizas| s

Serebral hemisfer

Orta hat
Serebellum

Beyin sapi

Sekil-2: A: Hayvan pozisyonu, B: Orta hat insizyonu, C: Sag frontal kraniotomi, D: CBH
modelinin sematik sekli, E: Sham model 6rnegi, F: CBH model 6rnegi, CBH: Cerrahi Beyin
Hasari, SFCA: Sag Frontal Cerrahi Alani.



A.1: Deney Protokoli

Denekler seyir, 24-saat son durum, 72-saat son durum ve mekanizma
caligmalari icin rastgele 4 gruba ayrildi. Deney gruplarina gore hayvanlarin
dagilimi Tablo-1 de sunulmusgtur.

A.1.1: Deney 1 (Seyir Caligmasi)

Denekler Sham grubunda cerrahiyi takiben 24. saatte, CBH grubunda
6., 12., 24. ve 72. saatlerde sakrifiye edildi. Elde edilen SFCA 6rneklerinde
WB yontemi ile mast hicre triptazi ve PAR-2’nin endojen salinimi incelendi
(n=4/grup). (Sekil 3-A)

A.1.2: Deney 2 (24 Saat Son Durum Caligsmasi)

Bu calismada CBH'l takiben 24. saat norolojik son durum ve beyin
O0demi incelendi. 24. saat son durum g¢alismasi igin siganlar rastgele 3 gruba
ayrildi: Sham, CBH+SF, CBH+FSLLRY-NH2 (50 pg/sig¢an, i.n.) (n= 6/grup).
CHB’ndan 1 saat sonra PAR-2 inhibitoru [FSLLRY-NH2 (50 ug/sigan)] i.n.
yolla uygulandi. PAR-2 inhibisyonunun KBB Uzerinde olan koruyucu etkisi
CBH'dan 24 saat sonra deneklerin beyinleri ¢ikartilarak elde edilen SFCA
drneklerinde BSi'ne ek olarak PAR-2, albumin ve KBB protein (okludin,
klaudin-5) ekspresyonunun WB yontemi kullanilarak olgulmesi ile dogrulandi
(n=6/grup) (Sekil 3-B).

A.1.3: Deney 3 (72 Saat Son Durum Caligsmasi)

Bu calismada CBH'iI takiben 72. saat norolojik son durum ve beyin
O0demi incelendi. 72 saat son durum galismasi igin, siganlar rastgele 3 gruba
ayrildi: Sham, CBH+SF, CBH+FSLLRY-NH2 (50 pg/sig¢an, i.n.) (n= 4/grup).
CHB’ndan 1 saat sonra PAR-2 inhibitoru [FSLLRY-NH2 (50 ug/sigan)] i.n.
yolla uygulandi. PAR-2 inhibisyonunun KBB Uzerinde olan koruyucu etkisi
CBH’dan 72 saat sonra deneklerin beyinleri ¢ikartilarak elde edilen SFCA

drneklerinde BSi'ne ek olarak PAR-2, albumin ve KBB protein (okludin,



klaudin-5) ekspresyonunun WB yontemi kullanilarak dlgulmesi ile dogrulandi
(n=4/grup) (Sekil 3-C).

A.1.4: Deney 4 (Mekanizma Caligmasi)

Mekanizma c¢alismasi i¢in CBH’I takiben deneklerin beyinleri
cikartilarak beyin ddemi ve SFCA oOrneklerinde WB yontemi kullanilarak yolak
proteinlerinin (PAR-2, albumin, okludin ve klaudin-5) ekspresyonu incelendi.
Bu calisma igin, sicanlar rastgele 4 gruba ayrildi: Sham, CBH+SF,
CBH+FSLLRY-NH2 (50 ug/sigan, i.n.), CBH+FSLLRY-NH2 (50 ug/sigan,
i.n.)+AC55541 (30 pg/sigan, i.n.) (n= 6/grup). Mast hucre triptazinin CBH
sonrasi KBB uzerine yikici etkisinin PAR-2 mediyatorligunde gergeklestiginin
ve FSLLRY-NH2 ile saglanan néroprotektif etkinin PAR-2 inhibisyonuna bagh
oldugunun teyit edilmesi amaciyla selektif PAR-2 inhibitori (FSLLRY-NH2)
ve selektif PAR-2 agonisti (AC55541) birlikte kullanildi (Sekil 3-D).



Tablo-1

: Deney planlanmasi ve gruplarin dagilimi.

Gruplar M (%) EE (%)
Deney 1 Seyir galismasi (6, 12, 24 ve 72. saatlerde) | Grup 1 (n=4) 0 0
WB (Triptaz, PAR-2) Grup 2a (n=4/grup) 4 0
Deney 2 | 24 saat son durum Grup 1 (n=6)* 0 0
(ND testleri, BSI) Grup 2a (n=6)* 5 4
Grup 2b (n=6)* 8 0
WB Grup 1 (n=6)** 1 0
(PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5) Grup 2a (n=6)** 3 0
Grup 2b (n=6)** 0 0
Deney 3 | 72 saat son durum Grup 1 (n=4) 0 0
(ND testleri, BSI) Grup 2a (n=4) 3 4
Grup 2b (n=4) 1 0
wWB Grup 1 (n=4) 0 0
(PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5) Grup 2a (n=4) 4 0
Grup 2b (n=4) 2 0
Deney 4 | Mekanizma galismasi Grup 1 (n=6) * 0 0
(ND testleri, BSI) Grup 2a (n=6) * 0 0
Grup 2b (n=6) * 0 0
Grup 2c (n=6) 1 5
Mekanizma galismasi Grup 1 (n=6) ** 0 0
WB (PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5) Grup 2a (n=6) ** 0 0
Grup 2b (n=6) ** 6 0
Grup 2c (n=6 4 0
Toplam n=128*** 42 13
Ort+SS 2+2,37 | 0,6%1,6

BSi: Beyin Su lgerigi, EE: Ekarte edilen, M: Mortalite, ND: Nérodavranis, OrttSS:
OrtalamazStandart Sapma, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptdr-2, WB: Western Blot, *24
saat son durum ve mekanizma ¢alismalarindaki BSI degerlendirmesi igin kullanilan denekler
ortaktir. **24 saat son durum ve mekanizma calismalarindaki WB degerlendirmesi igin
kullanilan denekler ortaktir. ***Calisma igin gereken denek sayisi 128 (ortak kullanim
nedeniyle 92’e dusti. Ex olan ve yeterli lezyon olusmamasi nedeniyle ¢alisma disi birakilan
denek gruplari tamamlamak icin eklenmis ve calisma toplamda 143 adet denek ile
tamamlanmistir).

Grup 1: Sham grubu.
Grup 2a: CBH+SF (kontrol) grubu.
Grup 2b: CBH+FSLLRY-NH2 (tedavi grubu).

Grup 2c: CBH+FSLLRY-NH2+AC55541 (mekanizma grubu).



CBH
Deney 1 (seyir galismasi)

| 4
6S 128 24S 728
Gruplar: Son durum:
Sham (n=4) WB: Triptaz, PAR-2
CBH+SF (n=4/grup)
Deney 2 (24 saat son durum)
CBH
FSLLRY-NH2 Son durum
>
18 248
Gruplar: Son durum:
Sham (n=6) mGS, denge kalasi testi, ayak hatasi testi
CBH+SF (n=6) WB: PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5
CBH+FSLLRY-NH2 (n=6) BSi
CBH Deney 3 (72 saat son durum)
FSLLRY-NH2 Son durum
>
1S 72S
Gruplar: Son durum:
Sham (n=4) mGS, denge kalasi testi, ayak hatasi testi
CBH+SF (n=4) WB: PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5
CBH+FSLLRY-NH2 (n=4) BSI
CBH Deney 4 (mekanizma galismasi)
FSLLRY-NH2 AC55541 Son durum
’
1S 28 248
Gruplar : Son durum:
Sham (n=6) mGS, denge kalas! testi, ayak hatasi testi
CBH+SF (n=6) WB: PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5
CBH+FSLLRY-NH2 (n=6) BSi

CBH+FSLLRY-NH2+AC55541 (n=6)

Sekil-3: A: Seyir donemi, B: 24 saat son durum, C: 72 saat son durum, D: Mekanizma
calismasi, BSI: Beyin Su Igerigi, CBH: Cerrahi Beyin Hasari, mGS: Modifiye Garcia Skoru,
PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, WB: Western Blot.



A.2: intranazal ilag Uygulamasi

Tum ilaglar salin icerisinde dilie edildi ve intranazal yol ile uygulandi.
Kisaca, sigcanlar %2 izofluran anestezisi altinda supin pozisyonda yatirildi.
Daha sonra, AC55541 (30 pg; CBH’ dan 2 saat sonra) ya da FSLLRY-NH2
(50 pg; CBH’ dan 1 saat sonra) uygulandi (9). Toplam hacim 30 uL ve her
seferinde 1 burun deligine 5 uL olacak sekilde 2 dakika araliklarla ilaglar

uygulandi.

A.3: Beyin Su igeriginin Degerlendirilmesi

BSi degerlendirmesi Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’'nda, deney protokolinden bagimsiz bir fizyolog tarafindan
yapildi. BSi yas/kuru ydéntemi kullanilarak degerlendirildi. Kisaca, hayvanlar
derin anestezi altinda dekapite edildikten hemen sonra beyin dokulari hizli bir
sekilde cikarildi. Yas agirligi elde etmek igin her numune tartildi ve sonuglar
kaydedildi. Beyinler 100°C' de 48 saat firin’ da bekletildi ve kuru agirhgi elde
etmek icin tekrar tartildi ve sonuclar kaydedildi. Agirliklar BSi ylizdesi su
sekilde hesaplanmigtir: (yas agirlik — kuru agirlik) / yas agirhkx 100% (15).

B: Norolojik Sonuglarin Degerlendirilmesi

Norodavranig testleri kor bir arastirmaci tarafindan uygulandi. mGS
(16), denge kalasi (17) ve ayak hatasi (18) testleri olarak norolojik durumun

degerlendiriimesinde kullanildi.

B.1: mGS

Sensorimotor defisitler, kafes igi aktivitenin degerlendiriimesi,
propriyosepsiyon, biylk dokunma yaniti, ekstremite simetrisi, donme, 6n
patinin uzatilmasi ve tirmanma ile degerlendirildi. Bu testin toplam skoru 3 -
21 arasinda degismektedir. Daha yuksek skorlar daha iyi nérolojik durumu
gostermektedir (Tablo-2).
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Tablo-2: Modifiye Garcia Testi.

mGS 0 1 2 3
Kafes ici aktivite Akinezi Minimal 1-2 duvara ¢ikma 3-4 duvara gikma ya da
hareket 1-2 duvara ¢ikip
kesfetmek icin ylkselme
Propriyosepsiyon Yanit yok Unilateral Bilateral zayif yanit Bilateral canli yanit
yanit ya da sag canl sol
zayif yanit
Biyik dokunma Yanit yok Unilateral Bilateral zayif yanit Bilateral canli yanit
yaniti yanit ya da sag canli sol
zayif yanit
Ekstremite Sol 6n ayak | Sol 6n ayakta Sol taraf Tum ekstremiteler
simetrisi ve arka fleksiyon ve sagdakinden daha simetrik olarak
ayakta arka ayakta az veya daha yavas uzanmakta
tamamen ekstansiyon uzanmakta
fleksiyon yanit veya tam
yanit tersi
Dénme Dénmuyor Esitsiz ddnme Bilateral donus esit Bilateral donus esit
ancak <45° ancak >45°
On penge Sol 6n Daire gizerek Bir yone hareket Hizlica simetrik olarak
uzatilmasi ayakta hareket etmek etmek ileri dogru yurimek
hareket yok
Tirmanma Zayif Yana ve asagi Zayif veya gulglu Zirveye cikabiliyor
kavrama ve | dogru hareket tirmaniyor ancak
disme etme zirveye ¢ikamiyor

mGS: Modifiye Garcia Skoru (16).

B.2: Denge Kalasi Testi (Beam balance test)

Motor denge ve koordinasyon denekler silindirik kalas tzerinde 60 sn
boyunca yurutulerek degerlendirildi. Her hayvan yurume mesafesi ve bu

mesafeyi yurimesi i¢in gegen zamana bagl olarak 0 ile 5 arasinda bir puan

aldi (Tablo-3). YUksek skor daha iyi performansin gostergesidir.
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Tablo-3: Denge Kalasi Testi (17).

Denge kalasi testi 2,25 metre

0 <40 saniye, platformdan dusuyor.

1 > 40 saniye, platformda kalabiliyor.

2 Platformun yarisindan daha az mesafeye < 40 saniyede gegiyor ve = 25 saniye kalabiliyor.

3 Platformun yarisina < 40 saniyede ulasiyor ve = 25 saniye kalabiliyor.

4 < 40 saniyede platformun sonuna ulagiyor.

5 < 25 saniyede platformun sonuna ulasiyor.

B.3: Ayak Hatasi Testi (Foot fault test)

Lékomotor fonksiyon, denekler yatay olarak yerden yuksek bir
merdivene konularak degerlendirildi. Siganlar bu merdivende 2 dk sure ile
yurutuldu ve video ¢ekimi yapildi. Toplam adim sayisi ve her ekstremite igin
yanhs vyerlestirlien adim sayisi kaydedildi. Ardindan sol on ve arka
ekstremitenin yanlis yerlestirilen toplam adim sayinin ytzdesi hesaplandi.
Ayrica dort ekstremitenin yanlis yerlestirilen toplam adim sayisinin yuzdesi

hesaplandi.
C: immiinblotlama incelemesi

immiinhistokimyasal degerlendirme Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali’'nda deney protokolinden bagimsiz bir
fizyolog tarafindan yapildi. WB yontemi kullanilarak yolak proteinlerinin

ekspresyonu incelendi.

C.1: Western Blot Yontemi

Siganlar derin anestezi altinda 100 ml soduk fosfat tamponlu salinle
(PBS, 0.01 M, pH 7.4) transkardiyak olarak perfuze edildikten sonra, beyinleri
hizlica gikartildi. SFCA'dan elde edilen numuneler, 1:10 oranla soguk PBS
icinde homojenize edildi. Ornekler 14.000 g'de 4 °C'de 30 dakika santrifiije
edildikten sonra slUpernatantlar toplandi ve WB analizi i¢in -80 °C'de saklandi

(10). Her numunenin total protein miktari, BCA protein kiti (Thermo Scientific,
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Waltham, MA, ABD) kullanilarak belirlendi ve numuneler 95°C'de 5 dakika
Laemmli tamponu ile inkibe edildi. Esit miktarda (50 ug/ml) proteine sahip
homojenatlar Sodyum Dodesil Sdulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
yardimiyla elektroforetik olarak yurutuldu. Protein bantlarinin jel Gzerinde
ayrismasi ve takiben poliviniliden diflorir membranlara (CAT#IPVH00010,
Millipore, ABD) aktariimasi saglandi. Membranlar tris tamponlu salin ve
tween 20 (TBST) igcinde ¢Ozdurlilmus %95 yagsiz kuru sut (Carnation,
Glendale, CA, ABD) ¢ozeltisi ile bloke edildi. Membranlar gece boyunca
primer anti-PAR-2 (1:500, Atlas Biyokimya-AB06967), anti-triptaz (1:500,
Santa Cuz Biyoteknoloji-DF6758), anti-klaudin-5 (1:500, Santa Cuz
Biyoteknoloji-AF5216), anti-okludin (1:1000, Santa Cuz Biyoteknoloji-
DF7504) ve anti-albumin (1:1000, Santa Cuz-DF6396) antikoruyla inkube
edildi ve ertesi gun TBST solusyonu ile yikandiktan sonra primerlere uygun
sekonder antikorla 1 saat boyunca muamele edildi. inkiibasyonun sonunda
kemiluminesans solusyonu ile inkibe edilerek membranlarin Uzerindeki
protein bantlar dijital bir tarayicida (C-Digit Western Blot Scanner, LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, ABD) okutuldu. ilgili proteinlerin optik dansiteleri
sayisal degere donustlurildi ve sonuglar yari-kantitatif olarak ifade edildi. Esit
miktarda protein yuklendiginin kontrol edilebilmesi igin yapisal bir protein olan

B-aktin proteininin analizi yapildi.

D: istatistiksel Analizler

istatistiksel analiz, GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San
Diego,CA, ABD) programinda yapildi. Nicel veriler ortalama + standart
sapma olarak ifade edildi. 2 grubun bagimsiz ortalamalarini kargilagtirmak
icin Student t-test kullanilirken, ikiden fazla grup karsilastirmasinda tek yonlu
ANOVA kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Mortalite

Bu galismada sunulan deneyleri tamamlamak icin 128 adet denek
gerekmektedir. 24 saat son durum ve mekanizma calismalarindaki BSi ve
WB degerlendirmeleri igin kullanilan denekler ortak oldugundan toplamda 92
hayvan ile gruplar tamamlanmistir. Ex olan 42 (%29) hayvan ve yeterli lezyon
olusmamasi nedeniyle calisma disi birakilan 13 (%9) hayvan gruplari
tamamlamak igin eklenmis ve bu c¢alisma toplamda 143 adet sican ile
tamamlanmistir. Bunlar igerisinden 122 denege CBH, 21 denege ise Sham
cerrahisi uygulandi. Mortalite orani Sham grubunda %4,7 (n=1), CBH
grubunda %33,6 (n=41) olarak kaydedildi.

CBH sonrasi triptaz ve PAR-2 protein ekspresyonu artti.

Deneklerden cerrahiyi takiben 6., 12., 24. ve 72. saatlerde alinan
SFCA oérneklerinde WB yodntemi ile mast hlcre triptaz ve PAR-2'nin endojen
salinimi incelendi. CBH'in1 takiben mast hicre tripazinda tUm zamanlarda
artis oldugu goruldi. Bu artis CBH grubunda Sham grubuna kiyasla 72.
saatte istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001) (Sekil 4-A, 4-B). Benzer
sekilde CBH'ini1 takiben PAR-2 protein miktarinin 6. saatten 72. saate kadar
onemli dlgtde arttig1 goraldu. Bu artis, CBH grubunda Sham grubuna kiyasla
12., 24. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001) (Sekil 4-A,
4-C).
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Sekil-4: CBH'inI takiben SFCA’'da endojen triptaz ve PAR-2'nin gegici ekspresyonu. Veriler
ortalama + SD olarak ifade edildi. n=4/grup.

CBH'’ini takiben SFCA’da endojen triptaz ve PAR-2 ekspresyonunun temsili WB gorintiisu
(A), CBH'InI takiben SFCA’de endojen triptaz ekspresyonunun kantitatif analizi (B), CBH'ini
takiben SFCA’da endojen PAR-2 ekspresyonunun kantitatif analizi (C). CBH takiben 6.
saatte baslayip 72. saate kadar giden triptaz (B) ve PAR-2 (C) degerlerinde artis saptandi.
&p<0.05 vs Sham, *p<0.0001 vs Sham. CBH: Cerrahi Beyin Hasari, PAR-2: Proteaz Aktive
Edici Reseptor-2, SFCA: Sag Frontal Cerrahi Alani, WB: Western Blot.

PAR-2 inhibisyonu, CBH’dan 24 saat sonra KBB gecirgenligini azaltarak

norodavranis testlerini iyilestirdi

CBH'ni takiben 24. saatte kontrol grubunda BSi Sham grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlaml oranda yuksekti (p<0.0001) (Sekil 5-A).
CBH'ni takiben 24. saatte, kontrol grubunda Sham grubuna goére tum
nérodavranis testlerinde (Sekil 5-B, 5-C, 5-D) bozulma saptandi. PAR-2
inhibisyonu (CBH+FSLLRY-NH2) uygulanan tedavi grubunda, kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan anlaml olarak BSi'de azalma (p<0.05)
(Sekil 5-A) ve norolojik testlerde iyilesme (p<0.0001, p<0.05) (Sekil 5-B, 5-C,
5-D) goruldu.

CBH'dan 24 saat sonra kontrol grubunda Sham gubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli oranda PAR-2 (p<0.0001) (Sekil 6-A, 6-B) ve
albumin (Sekil 6-A, 6-C) seviyelerinde artis (p<0.0001), KBB protein (okludin
ve klaudin-5) seviyelerinde ise azalma (p<0.05, p<0.0001), (Sekil 6-A, 6-D,
6-E) saptandi. PAR-2 inhibisyonu amaci ile i.n. FSLLRY-NHZ2 uygulanmasini
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takiben istenilen sekilde PAR-2 seviyesinde anlamli azalma sagdlandi
(p<0.05) (Sekil 6-A, 6-B). PAR-2 inhibisyonu uygulanan tedavi grubunda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml oranda albumin (Sekil 6-A, 6-
C) seviyesinde azalma (p<0,0001) saptandi. PAR-2 inhibisyonu
uygulanmasiyla birlikte kontrol grubuna kiyasla okludin ve klaudin-5
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli oranda artis (p<0.05) (Sekil 6-A, 6-D,
6-E) goralda.
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Sekil-5: CBH'ini takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonunun BSi ve nérodavranis testler
Uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

BSI (A), mGS (B), denge kalasi testi (C), sol ve toplam ayak hatasi testi (D). CBH grubunda,
Sham grubuna kiyasla BSi'de artis ve tiim noérodavranis testlerde onemli olgiide
disfonksiyon saptandi. PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte BSi’de azalma ve
ndrodavranis testlerde iyilesme elde edildi. *p<0.0001 vs Sham, #p<0.05 vs CBH, #p<0.0001
vs CBH. BSi: Beyin Su igerigi, BS: Beyin Sapi, CBH: Cerrahi Beyin Hasari, Fsag: Sag
Frontal, Fsoi: Sol Frontal, mGS: Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici
Reseptor-2, Psag: Sag Parietal, Psoi: Sol Parietal, S: Serebellum.
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Sekil-6: CBH'Ini takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonunun KBB gegirgenligi Uzerine etkisi.
Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2 WB kantitatif
analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB
kantitatif analizi (E). CBH takiben 24. saatte WB kantitatif analizinde PAR-2 ve albumin (B,
C) degerlerinde artis, PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte azalma saptandi. CBH
takiben 24. saatte WB kantitatif analizinde okludin ve klaudin-5 (D, E) degerlerinde azalma,
FSLLRY-NH2 uygulamakla birlikte artis saptandi. *p<0.0001 vs Sham, *p<0.05 vs CBH,
#p<0,0001 vs CBH, &p<0.05 vs Sham. CBH: Cerrahi Beyin Hasari, KBB: Kan Beyin
Bariyeri, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, WB : Western Blot.

PAR-2 inhibisyonu, CBH’dan 72 saat sonra KBB gecirgenligini azaltarak

norodavranis testlerini iyilestirdi.

CBH’dan 72 saat sonra Sham grubuna gére kontrol grubunda BSi’de
istatistiksel olarak anlamli oranda artis (p<0.05) (Sekil 7-A), norodavranis
testlerinde ise anlamli oranda bozulma saptandi (p<0.0001, p<0.05) (Sekil 7-
B, 7-C, 7-D). PAR-2 inhibisyonu ile kontrol grubuna gére BSi'de azalma
(Sekil 7-A) saglandi, fakat bu azalma istatistiksel olarak anlaml bulunmadi.
Ayni zamanda PAR-2 inhibisyonu uygulanan grupta, kontrol grubuna gore

norodavranig testlerinde anlamli iyilegsme tespit edildi (P<0.05) (Sekil 7-B, 7-
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C). Norodavranis testleri icerisinden sadece ayak hatasi testinde saglanan

iyilesme (Sekil 7-D) istatistiksel olarak anlamli fark gdstermedi.

CBH'I takiben 72. saatte endojen PAR-2 ekspresyonun Sham
gubuna kiyasla anlamli oranda arttig1 goruldu (p<0.05) (Sekil 8-A, 8-B). KBB
hasarinin bir gostergesi olarak yine CBH grubunda Sham grubuna kiyasla
albumin seviyesinde anlamh artis (p<0.05) (Sekil 8-A, 8-C), KBB protein
(okludin, klaudin-5) seviyelerinde ise anlamli oranda azalma (p<0.0001)
(Sekil 8-A, 8-D, 8-E) saptandi. CBH sonrasi PAR-2 inhibisyonunu takiben 72.
saatte tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla anlaml oranda azalan PAR-2
ile (Sekil 8-A, 8-B) ve albumin (Sekil 8-A, 8-C) seviyesinde azalma (p<0.05)
saglandi. PAR-2 inhibisyonu ile tedavi uygulanan grupta kontrol grubuna
kiyasla okludin seviyesinde anlamli oranda artis (p<0,0001) (Sekil 8-A, 8-D)
izlendi. Ayni sekilde tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla klaudin-5
seviyesinde artis saptandi (Sekil 8-A, 8-E), fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi.
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Sekil-7: CBH'InI takiben 72. saatte PAR-2 inhibisyonunun, BSI ve nérolojik fonksiyonlar
Uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=4/grup.

BSi (A), mGS (B), denge kalasi testi (C), sol ve toplam ayak hatasi testi (D). CBH grubunda
Sham grubuna kiyasla BSi’de artis ve tim nérodavranis testlerde bozulma saptandi. PAR-2
inhibisyonu uygulamasi ile birlikte BSi'de azalma ve nérodisfonksiyonda iyilesme elde
edildi. &p<0.05 vs Sham, *p<0.0001 vs Sham,"P<0.05 vs CBH, BSI: Beyin Su icerigi, BS:
Beyin Sapi, CBH: Cerrahi Beyin Hasarl, Fsag: Sad Frontal, Fso: Sol Frontal, mGS: Modifiye
Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptdr-2, Psag: Sad Parietal, Psoiz Sol
Parietal, S: Serebellum.
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Sekil-8: PAR-2 inhibisyonunun CBH’ini takiben 72. saatte KBB gegirgenligi Gizerine etkisi.
Veriler ortalama * SD olarak ifade edildi. n=4/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2 WB kantitatif
analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB
kantitatif analizi (E). CBH takiben 72. saatte WB kantitatif analizinde PAR-2 ve albumin (B,
C) degerlerinde artis, PAR-2 inhibisyonu uygulamakla birlikte azalma saptandi. CBH
takiben 72. saatte WB kantitatif analizinde okludin ve klaudin-5 (D, E) de@erlerinde azalma,
PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte artis saptandi. *p<0.0001 vs Sham, &p<0.05 vs
Sham, *p<0.05 vs CBH, *p<0.0001 vs Sham, #p<0,0001 vs CBH, CBH: Cerrahi Beyin
Hasari, KBB: Kan Beyin Bariyeri, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, WB: Western

Blot.

FSLLRY-NH2, PAR-2 inhibisyonu ile KBB hasarini azaltti

CBH'1I takiben 24. saatte kontrol grubunda, Sham grubuna kiyasla
BSi'de istatistiksel olarak anlamli oranda artis (p<0.0001) (Sekil 9-A) ve
ndrolojik testlerde bozulma (p<0.0001) (Sekil 9-B, 9-C, 9-D) saptandi. PAR-2
inhibisyonu uygulanan tedavi grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
acgidan anlaml olarak BSi'de azalma (p<0.05) (Sekil 9-A) ve nérodavranis
testlerinde iyilesme (p<0.0001, p<0.05) (Sekil 9-B, 9-C, 9-D) goruldi. CBH’ini
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takibpen AC55541 (PAR-2 aktivatéri) uygulanan mekanizma grubunda
FSLLRY-NH2 (PAR-2 inhibitdrii) uygulamasi ile saglanan BSi'deki azalma
geri déndiriildi ve BSi'de artis (Sekil 9-A) saptandi, ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Benzer sekilde CBH'ini takiben FSLLRY-NH2 ile birlikte AC55541
uygulanan mekanizma grubunda tedavi grubuna gore nodrodavranig
testlerinde istatistiksel olarak anlamli oranda bozulma saptandi (Sekil 9-B, 9-
C). Yani, CBH sonrasi FSLLRY-NH2 ile PAR-2 inhibisyonu uygulanan tedavi
grubunda elde edilen nérolojik fonksiyonlardaki iyilesmenin, FSLLRY-NH2’ye
ek olarak AC55541 ile PAR-2 aktivasyonu yapilan mekanizma grubunda geri
dondugu goruldu. Mekanizma grubunda ayak hatasi testi (sekil 9-D)

disindaki tim davranis testlerindeki bozulma istatistiksel olarak anlamli idi.

CBH'den 24 saat sonra Sham gubuna kiyasla kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamh oranda WB yontemi ile degerlendirilen PAR-2
(Sekil 10-A, 10-B) ve albumin (Sekil 10-A, 10-C) protein seviyelerinde artis
(p<0.0001), KBB protein (okludin ve klaudin-5) seviyelerinde ise azalma
(p<0.05, p<0.0001) (Sekil 10-A, 10-D, 10-E) saptandi. FSLLRY-NH2 ile PAR-
2 inhibisyonu uygulanan tedavi grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh oranda PAR-2 (p<0.05) (Sekil 10-A, 10-B) ve albumin
(p<0.0001) (Sekil 10-A, 10-C) protein seviyelerinde azalma saptandi.
FSLLRY-NH2 tedavisi ile PAR-2 inhibisyonu sonrasi tedavi grubunda kontrol
grubuna gore okludin ve klaudin-5 protein seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamh artis (p<0.05) (Sekil 10-A, 10-D, 10-E) goruldid. FSLLRY-NH2
tedavisi ile saglanan albumin seviyesindeki azalma ve KBB protein
ekspresyonundaki artigin FSLLRY-NH2’ye ek olarak AC55541 uygulamasi ile
saglanan PAR-2 aktivasyonu sonucu geri donduruldugu goruldu. Yani,
mekanizma grubunda tedavi grubuna kiyasla albumin seviyesinde anlamli
oranda artis (p<0.0001) (Sekil 10-A, 10-C) saglandi. Benzer sekilde,
FSLLRY-NH2+AC55541 uygulanan mekanizma grubunda sadece FSLLRY-
NH2 ile tedavi uygulanan gruba oranla klaudin-5 seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli azalma (p<0.05) goérulirken (sekil 10-A, 10-E) okludin
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seviyesindeki (sekil 10-A, 10-D) azalma istatistiksel olarak anlaml fark

saglayamad..
= Sham CBH CEBH
A 00— mm CBH+SF B .. —— C _ _—
® Z2 CBH+FSLLRY-NH2
854 1A &8 CBH+FSLLRY-NH2+AC55541

Denge Kalasi Testi

Toplam

Ayak Hatasi Testi Ylzdesi

Ayak Hatasi Testi Ylzdesi

Sekil-9: CBH'IniI takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonu KBB hasarini azaltti. Veriler
ortalama = SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

BSi (A), mGS (B), denge kalas! testi (C), sol ve toplam ayak hatas testi (D). AC55541
uygulanan grupta FSLLRY-NH2 uygulanan gruba oranla BSi'nde artis ve tim nérodavranis
testlerde 6nemli olglide disfonksiyon saptandi. *p<0.0001 vs Sham, *p<0.05 vs CBH,
#p<0.0001 vs CBH, ***P<0.0001 vs FSLLRY-NH2, $p<0.05 vs FSLLRY-NH2. BSi: Beyin
Su Igerigi, BS: Beyin Sapi, CBH: Cerrahi Beyin Hasarl, Fsag: Sad Frontal, Fso: Sol Frontal,
mGS: Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptdr-2, Psag: Sag Parietal,
Psoi: Sol Parietal, S: Serebellum.
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Sekil-10: CBH’iniI takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonu WB yontemi kullanilarak KBB
hasarini azaltti. Veriler ortalama = SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2 WB kantitatif
analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB
kantitatif analizi (E). CBH takiben 24. saatte WB kantitatif analizinde AC55541 uygulamakla
birlikte albumin (C) degerinde artis saptandi. CBH takiben 24. saatte WB kantitatif
analizinde AC55541 uygulamakla birlikte klaudin-5 (E) degerinde azalma saptandi. PAR-2
ve okludin (B, D) degerlerinde anlamli bir fark elde edilemedi. *p<0.0001 vs Sham, *p<0.05
vs CBH, #p<0,0001 vs CBH, $p<0.05 vs FSLLRY-NH2, ***p<0.0001 vs FSLLRY-NH2,
&p<0.05 vs Sham. CBH: Cerrahi Beyin Hasari, KBB: Kan Beyin Bariyeri, PAR-2: Proteaz
Aktive Edici Reseptor-2, WB: Western Blot.
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TARTISMA VE SONUG

Mikrosirurjikal cerrahi teknikler ve teknolojik gelismelere ragmen
ndrosirurjikal girisimler (direkt travma, bipolar koagulasyon, ekartor kullanimi,
hematom gelisimi gibi nedenlere bagl olarak) beyin dokusunda farkli
derecelerde hasara neden olmaktadir (1). Bu nedenle, beyin dokusunu
korumak i¢in gOsterilen tum c¢abalara ragmen halen norogirurji
operasyonlarindan sonra norolojik defisit gelisebilmektedir (4, 19).
Norosirurjikal girisimler sonrasinda olusan ve genellikle KBB hasarina bagl
gelisen beyin odemi (3, 20, 21) postoperatif donemde en sik gorllen
komplikasyonlardandir (5, 21).

Norosirurjikal girisimlere beynin verdigi yanit ve bu girisimler
sonrasinda beyinde olugan degigiklikler hakkinda bilgi edinmek igin hayvan
deney modelleri kullaniimistir. Bunlar igerisinde ilk olarak 2007 yilinda
tanitilmis olan ve sag frontal kismi lobektomi uygulamasina dayanan sigan
CBH modeli, insanlarda karsilasilan noérosirlrjikal hasari basar ile taklit
etmektedir (3). Oyle ki, sag frontal kismi lobektomi yapilan CBH modeli ile
rutin beyin cerrahisi operasyonlarina bagli olusan ve beyin dokusunda
gérllen yaralanmalara yol agan ndroinflamasyon ve KBB hasarina bagh

beyin ddemi elde edilebilmistir (1, 2, 22).

CBH modeli norosirurjikal girisimlere bagh olusan KBB hasari ve bu
durumun tedavisini arastirmaya izin vermesi sebebi ile KBB ilgili bilgi
edinmek icin oldukga uygundur (22). KBB stabilitesinde rol alan ve her
zaman KBB hasarina kargi koruyucu rol oynayan faktorlerden en énemli olan
siki baglanti proteinleridir (SBP). SBP, endotel hucreler arasindaki iyonlarin
paraseluler difizyonunu kisitlayarak KBB'nin ylksek transendotelyal elektrik
direncine yol agar. Endotelyal SBP ana fonksiyonel bilesenleri olan klaudin-5
ve -12, boyut ve yuk segici hidrofilik paraseluler gozenekler olusturur ve

klaudin-5, kuguk hucre igi gecgirgenlikte dnemli bir rol oynar. Buna dayanarak
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SBP farkli nedenlerden dolayi bozuldugu zaman KBB’de hasar olugsmasi ve

beyinde patoloji durumlarin ortaya gikmasina neden olmaktadir (23, 24).

Mast hucrelerinin ana salgi proteini olan triptazin, periferik immun
sistem hucreleri, astrositler ve mikrogliadan sitokin salinimini tetikledigi
gOsterilmigtir. Triptaz mikroglia ve astrositler Uzerindeki etkisinin, PAR-2
aktivasyonu ve bunu takiben salgilanan IL-6 ve TNF-a Uzerinden oldugu
gosterilmigtir (9). PAR-2, yedi transmembran domain G-protein baglh reseptor
ailesine aittir (10). PAR ailesinin PAR-1, PAR-2, PAR-3 ve PAR-4 olmak
Uzere dort Uyesi bulunmaktadir. Triptazin endojen reseptdri olarak bilinen
PAR-2 triptaz ya da tripsin ile aktive olurken PAR ailesinin diger Uyeleri
trombin ile aktive edilmektedir (9, 10, 25). PAR-2 esas olarak epitel ve
endotel hucrelerinde, nétrofillerde, makrofajlarda ve dendritik hlcrelerde
yaygin olarak eksprese edilir (26). PAR-2 aktivasyonunun KBB hasarina
potansiyel katkilarini vurgulayan son donem calismalarda, mast hucre
triptazinin, PAR-2 araciligi ile beyin mikrovaskuler endotelyal hucrelerini
aktive ettigi ve takiben de mediyator salinimini arttirarak KBB gegirgenligini

arttirdigi gosterilmistir (11, 27).

Calismamiz, sag frontal lobektomi uygulanan hayvanlarda CBH
sonrasi cerrahi alan etrafinda triptaz ve PAR-2 ekspresyonunun &énemli
Olglde arttigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, calismamiz CBH'nin hem
24. hem de 72. saatlerinde SFCA’da BSi’'nin arttigini ve bununla uyumlu
olarak SFCA etrafinda albumin protein seviyesinin arttigini, okludin ve
klaudin-5 protein seviyelerinin ise azaldigini gdsterdi. Yani ¢alismamizda,
literatlrle uyumlu olarak sag frontal kismi lobektomi KBB hasari,
gecirgenliginde artis ve dolayisi ile de BSi'de artis, yani beyin édemi ile
sonuglandi (1, 2).

Daha dnceki ¢aligsmalar, beyin hasari sonrasi PAR-2 inhibisyonunun
KBB gecirgenligini azaltarak noroprotektif etki gosterdigini ve sonug olarak
norolojik fonksiyonlari iyilestirdigini gostermistir (9, 10, 28). Mevcut calismada
elde edilen sonuglar literatur ile uyumlu olarak, CBH sonrasi erken dénemde

(24 saat) PAR- inhibisyonunun SFCA’'da BSi'de anlamli azalma ve tim
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norolojik testlerde anlamli iyilesme ile iliskili oldugunu gdsterdi. Ote yandan
daha uzun dénemde yani CBH sonrasi 72. saatte PAR-2 inhibisyonu ile
BSi'de azalma saglandi, ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. Benzer sekilde ayak hatasi testindeki
iyilesme istatistiksel fark yakalayamadi. Biz bu durumu hem uzun dénemde
BSi'deki spontan rezorpsiyona hem de calismamizdaki hayvan sayisinin
istatistiksel agidan fark yaratacak kadar yuksek olmamasina bagliyoruz.
Sonuglarimiz, PAR-2 inhibisyonunun CBH sonrasinda artmis olan KBB
gegirgenligi  Uzerindeki nodroprotektif etkisini ve bu etkinin noérolojik

disfonksiyonu azaltici etkisini desteklemektedir.

Calismamizda saptanan sonuglar diger sican beyin hasari
modellerinde saptanan ve PAR-2 inhibisyonunun noéroprotektif etkinligini
savunan calismalara ait sonuglar ile benzerlik géstermektedir. Ornegin,
yakin donemde sunulan bir galisma, kardiyak arrest sonrasi gelisen global
iskemiye bagli beyin hasari sonrasi beyinde PAR-2 seviyesinde artig ve buna
bagli gelisen beyin édeminin gdstergesi olarak albumin seviyelerinde artis,
okludin ve klaudin-5 seviyelerinde azalma bildirmigtir. Ayni galisma, PAR-
2'nin aktivasyonunun KBB hasarina yol actigini gosteren literatur bilgileri ile
uyumlu olarak inhibisyonu halinde PAR-2’'nin KBB uUzerindeki koruyucu
etkisinin okludin ve klaudin-5 seviyelerindeki artisa bagl oldugunu gdstermis;

bu durumu albumin seviyelerinde gdsterilen azalma ile desteklemistir (11).

Benzer sekilde, PAR-2 aktivasyonun mikroglia ve astrositler Uzerinde
aktivatdr rol oynayarak noéroinflamasyonu tetikledigi gdsterilmistir (29-31).
Ornegin, iskemik beyin hasari sonrasinda mast hiicre kaynakl triptaz
salinimina yanit olarak aktive olan PAR-2, hem in-vivo hem in-vitro
calismalarda mikroglia ve astrosit aktivasyonu ile IL-6 ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salgilamasinda artisa neden olmustur (12).
Bununla uyumlu olarak siganlarda PAR-2 aktivasyonunun néroinflamasyonu
tetikleyerek norolojik disfonksiyonda artisa yol actigi gosterilmistir. Bu
calismalar, mast hucre kaynakli triptazin beyin hasari sonrasinda PAR-2'yi
aktive ederek norolojik disfonksiyona katkida bulundugunu desteklemektedir

(9, 10, 28). Buna karsin beyin hasari sonrasinda aktive olan PAR-2’nin
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iskemik kosullar altinda astroglial aktivasyonu tetikleyerek noéroprotektif bir

rolu olabilecegini dne suren ¢alismalarda mevcuttur (32-34).

Calismamiz, literatirde CBH sonrasi PAR-2 iligkili KBB hasarini
gosteren ilk calismadir. CBH sonrasinda, PAR-2 aktivasyonunun KBB
hasarina katkisini gdéstermek amaci ile c¢alismamizda selektif PAR-2
inhibitord FSLLRY-NH2 i.n olarak uygulanmigtir. Benzer sekilde, hipotezimizi
teyit etmek amaci ile PAR-2 aktivatori AC55541’i i.n yolla uygulayarak artmis
PAR-2 seviyesinin BSi'deki artis ve ndérodavranis testlerindeki bozulmayi
daha da arttirdigini gésterdik. Benzer sekilde yaptigimiz WB analizinde PAR-
2 aktivasyonunun KBB hasari ile korele olarak albumin seviyesinde artis ve
siki baglanti proteinleri olan okludin ve klaudin-5 seviyelerinde azalmaya yol
actigini ve PAR-2 inhibisyonu ile elde edilen KBB gegirgenligi Gzerindeki
ndroprotektif etkiyi tersine dondirdaguni ortaya koyduk. Bu sonuglar beyin
hasari sonrasi PAR-2 inhibisyonun KBB uzerindeki koruyucu etkisini dneren
hipotezimizi desteklemektedir. Calismamizda WB yontemi ile degerlendirilen
endojen PAR-2 ekspresyonu, selektif PAR-2 inhibitéri FSLLRY-NH2'nin i.n
uygulanmasi sonrasi tedavi grubunda kontrol gruba goére anlamli oranda
azaldi. Ote yandan, aktive PAR-2'yi bloke etmek ve CBH sonrasi PAR-2
aktivasyonunun kismen de olsa KBB hasarindan sorumlu oldugunu teyit
etmek amaci ile i.n yolla uyguladigimiz AC55541 ile PAR-2 ekspresyonunu
anlamh oranda arttiramadik. Bu durumun, PAR-2 aktivasyonu amaci ile
kullanilan AC55541’in protein ekspresyonunu arttirmaktan ziyade fonksiyonel
olarak PAR-2’yi potansiyellestirerek ve mitojenle aktive olan protein kinaz
fosforilasyonu ile mikroglialardan proinflamatuar sitokin salinimini arttirarak
etki etmesine bagl oldugunu disunduk (9, 28, 35).

Sonug olarak, CBH sonrasi goérulen KBB hasari ve buna bagh
gelisen beyin 0demi norolojik disfonksiyona yol a¢gmaktadir. Mast hicre
triptazinin endojen reseptdrt olan PAR-2’nin inhibisyonu, CBH sonrasi beyin
0deminde azalma ve norolojik fonksiyonlarda iyilesme ile iligkilidir. Ayrica
CBH'yi takiben PAR-2 aktivasyonu, PAR-2 inhibisyonu ile saglanan
noroprotektif etkiyi geri dondurmektedir. Bir baska deyigsle sonuglarimiz, CBH
sonrasi mast hucre triptazina bagli gelisen KBB hasarinin en azindan kismen
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PAR-2 araciliiyla gercgeklestigini desteklemektedir. Bu nedenle CBH sonrasi
PAR-2 inhibisyonunun KBB hasarini azaltmada yeni bir terapotik hedef
olabilir.

28



KAYNAKLAR

1. Rolston JD, Han SJ, Lau C, Berger MS, Parsa AT. Frequency and
predictors of complications in neurological surgery: national trends
from 2006 to 2011. J Neurosurg 2014;120(3):736-45.

2. Wong JM, Panchmatia JR, Ziewacz JE, et al. Patterns in
neurosurgical adverse events: intracranial neoplasm surgery.
Neurosurg Focus 2012;33(5):E16.

3. Jadhav V, Solaroglu I, Obenaus A, Zhang JH. Neuroprotection against
surgically induced brain injury. Surg Neurol 2007;67:15-2.

4. Ayer RE, Jafarian N, Chen W, et al. Preoperative mucosal tolerance
to brain antigens and a neuroprotective immune response following
surgical brain injury. J Neurosurg 2012;116(1): 246-53.

5. Dong H, Zhang X, Qian Y. Mast cells and neuroinflammation. Med Sci
Monit Basic Res. 2014; 20:200-6.

6. Hyong A, Jadhav V, Lee S, et al. Rosiglitazone, a PPAR gamma
agonist, attenuates inflammation after surgical brain injury in
rodents. Brain Res 2008;1215:218-24.

7. Huang |, Tang H, Sherchan P, et al. The Activation of
Phosphatidylserine/CD36/TGF-B1 Pathway prior to Surgical Brain Injury
Attenuates Neuroinflammation in Rats, Oxid Med Cell Longev 2020;
2020: 4921562.

8. Manaenko A, Lekic T, Ma Q, Zhang JH, Tang J. Hydrogen inhalation
ameliorated mast cell-mediated brain injury after intracerebral
hemorrhage in mice. Crit Care Med 2013;41(5):1266-75.

9. Ocak U, Ocak PE, Huang L, et al. Inhibition of PAR-2 Attenuates
Neuroinflammation and Improves Short-Term  Neurocognitive
Functions Via ERK1/2 Signaling Following Asphyxia-Induced Cardiac
Arrest in Rats. Shock 2020;54(4):539-47.

10.0cak U, Ocak PE,Huang L, Zhang JH. FSLLRY-NH2 Improves
Neurological Outcome After Cardiac Arrest in Rats. Turk Neurosurg
2020;30(2):244-51.

11.Zhou Q, Wang Y, Ni P, Chen Y, Dong H, Qian Y. Effect of tryptase on
mouse brain microvascular endothelial cells via protease-activated
receptor 2. J Neuroinflammation 2018;15: 248.

12.Zeng X, Zhang S, Xu L, Yang H, He S. Activation of Protease-
Activated Receptor 2-Mediated Signaling by Mast Cell Tryptase
Modulates Cytokine Production in Primary Cultured Astrocytes.
Mediators Inflamm 2013;2013:140812.

13.Gan J, Greenwood SM, Cobb SR, Bushell TJ. Indirect modulation of
neuronal excitability and synaptic transmission in the hippocampus by
activation of proteinase-activated receptor-2. Br J Pharmacol
2011;163(5):984-94.

29


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ayer%20RE%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jafarian%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen%20W%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22017304
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Huang%20L%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tang%20H%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sherchan%20P%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7441426/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ocak+U&cauthor_id=32028357
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Huang+L&cauthor_id=32028357
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ocak+U&cauthor_id=32020571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eser+Ocak+P&cauthor_id=32020571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Huang+L&cauthor_id=32020571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+JH&cauthor_id=32020571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou%20Q%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang%20Yw%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ni%20Pf%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen%20Yn%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dong%20Hq%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qian%20Yn%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6119285/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang%20S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Xu%20L%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yang%20H%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=He%20S%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3684029/

14.Ritchie E, Saka M, Mackenzie C, et al. Cytokine upregulation of
proteinase-activated-receptors 2 and 4 expression mediated by p38
MAP kinase and inhibitory kappa B kinase beta in human endothelial
cells. Br J Pharmacol 2007;150(8):1044-54.

15.Kusaka G, Ishikawa M, Nanda A, Granger DN, Zhang JH. Signaling
pathways for early brain injury after subarachnoid hemorrhage. J
Cereb Blood Flow Metab 2004;24(8):916-25.

16.Garcia JH, Wagner S, Liu KF, Hu XJ, Neurological deficit and extent of
neuronal necrosis attributable to middle cerebral artery occlusion in
rats: Statistical validation. Stroke 1995;10.1161/01.

17.Zuo Y, Huang L, Enkhjargal B, Xu W, Umut O, Travis ZD, Zhang G,
Tang J, Liu F, Zhang JH, Activation of retinoid X receptor by
bexarotene attenuates neuroinflammation via PPARY/SIRT6/ FoxO3a
pathway after subarachnoid hemorrhage in rats. J. Neuroinflammation
2019;10.1186.

18.Stroemer RP, Kent TA, Hulsebosch CE. Neocortical neural sprouting,
synaptogenesis, and behavioral recovery after neocortical infarction in
rats. Stroke 1995;26(11):2135-44.

19.0cak PE, Ocak U, Sherchan P, Gamdzyk M, Tang J, Zhang JH.
Overexpression of Mfsd2a Attenuates Blood Brain Barrier Dysfunction
via Cav-1/Keap-1/Nrf-2/HO-1 pathway in a rat model of surgical brain
injury. Exp Neurol 2020;326:113203.

20.Lo W, Bravo T, Jadhav V, Titova E, Zhang JH, Tang J: NADPH
oxidase inhibition improves neurological outcomes in surgically-
induced brain injury. Neurosci Lett 2007;414:228-32.

21.Manninen PH, Raman SK, Boyle K, el-Beheiry H: Early postoperative
complications following neurosurgical procedures. Can J Anaesth
1999:46:7-14.

22.Zakhary G, Sherchan P, Li Q, Tang J, Zhang JH. Modification of
kynurenine pathway via inhibition of kynurenine hydroxylase
attenuates surgical brain injury complications in a male rat model. J.
Neurosci 2020;98(1):155-67.

23.Knowland D, Arac A, Sekiguchi KJ, et al. Stepwise Recruitment of
Transcellular and Paracellular Pathways Underlies Blood-Brain Barrier
Breakdown in Stroke. Neuron 2014;82(3):603-17.

24 .Yang WC, Wang Q, Chi LT, Wang YZ, Cao HL, Li WZ. Therapeutic
hypercapnia reduces bloodbrain barrier damage possibly via protein
kinase Ce in rats with lateral fluid percussion injury. J
Neuroinflammation 2019;16(1):36.

25.0ssovskaya VS, Bunnett NW. Protease-activated receptors:
contribution to physiology and disease. Physiol Rev 2004;84(2):579-
621.

26.Niu Y, Zhao G, Li C, et al. Aspergillus fumigatus Increased PAR-2
Expression and Elevated Proinflammatory Cytokines Expression
Through the Pathway of PAR-2/ERK1/2 in Cornea. Invest Ophthalmol
Vis Sci 2018;59(1):166-75.

27.0cak U, Ocak PE, Wang A, et al. Targeting mast cell as a
neuroprotective strategy. Brain Inj 2019;33(6):723-33.

30


https://iovs.arvojournals.org/solr/searchresults.aspx?author=Yawen+Niu
https://iovs.arvojournals.org/solr/searchresults.aspx?author=Guiqiu+Zhao
https://iovs.arvojournals.org/solr/searchresults.aspx?author=Cui+Li

28.0cak U, Ocak PE, Huang L, et al. Inhibition of mast cell tryptase
attenuates neuroinflammation via PAR-2/p38/NFkB pathway following
asphyxial cardiac arrest in rats. J Neuroinflammation 2020;17(1):144.

29.Rohatgi T, Sedehizade F, Reymann KG, Reiser G. Protease-activated
receptors in neuronal development, neurodegeneration, and
neuroprotection: thrombin as signaling molecule in the brain.
Neuroscientist 2004;10(6):501-12.

30.Luo W, Wang Y, Hanck T, Stricker R, Reiser G. Jab1, a novel
protease-activated receptor-2 (PAR-2)-interacting protein, is involved
in PAR-2-induced activation of activator protein-1. J Biol Chem
2006;281(12):7927-36

31.Kempuraj D, Selvakumar GP, Thangavel R, et al. Glia maturation
factor and mast cell-dependent expression of inflammatory mediators
and proteinase activated receptor-2 in neuroinflammation. J
Alzheimers Dis 2018;66(3):1117-29.

32.Hanusova Z, Mosko T, Matej R, Holada K. Precision in the design of
an experimental study deflects the significance of proteinase-activated
receptor 2 expression in scrapie-inoculated mice. J Gen Virol
2017;98(6):1563-19.

33.Jin G, Hayashi T, Kawagoe J, et al. Deficiency of PAR-2 gene
increases acute focal ischemic brain injury. J Cereb Blood Flow
Metab 2005;25(3):302-13.

34.Wan YJ, Xu L, Song WT, et al. The Ethanolic Extract of Caesalpinia
sappan Heartwood Inhibits Cerebral Ischemia/Reperfusion Injury in a
Rat Model Through a Multi-Targeted Pharmacological Mechanism.
Front Pharmacol 2019;10:29.

35.White MJV, Chinea LE, Pilling D, Gomer RH. Protease activated-
receptor 2 is necessary for neutrophil chemorepulsion induced by
trypsin, tryptase, or dipeptidyl peptidase V. J Leukoc Biol.
2018;103(1):119-28.

31



EK-1: KISALTMALAR

BS: Beyin Sapi

BSi: Beyin Su icerigi

CBH: Cerrahi Beyin Hasari

Fsag: Sag Frontal

Fsoi: Sol Frontal

i.n.: intranazal

KBB: Kan Beyin Bariyeri

mGS: Modifiye Garcia Skoru
PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2
Psag: Sag Parietal

Psoi: Sol Parietal

S: Serebellum

SBP: Siki Baglanti Proteinleri
SF: Serum Fizyolojik

SFCA: Sag Frontal Cerrahi Alan
SSS: Santral Sinir Sistemi

WB: Western Blot
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EK-2: SEKIL, RESIM, TABLO VE GRAFIK AGIKLAMALARI

Sekil-1: Bu gcalismada One surllen hipotezin sematik resmi. CBH takiben
aktive olan mast hucrelerinden salinan triptaz PAR-2 aktivasiyonuna sebep
olur. CBH sonrasi SBP ekspresyonundaki azalmaya bagli beyin 6demi sonug
olarakta norolojij disfonksiyon gelismektedir. Bu ¢alismada tedavi amaci ile
PAR-2  inibitor0  (FSLLRY-NHZ2) kullanilirken, hipotezde  Onerilen
mekanizmanin teyidi igin PAR-2 aktivatori (AC55541) kullaniimigtir. CBH:
Cerrahi Beyin Hasari, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, SBP: Siki
Baglanti Proteinleri.

Sekil-2: A: Hayvan pozisyonu, B: Orta hat insizyonu, C: Sag frontal
kraniotomi, D: CBH modelinin sematik sekli, E: Sham model érnegdi, F: CBH
model 6rnegi, CBH: Cerrahi Beyin Hasari, SFCA: Sag Frontal Cerrahi Alani.

Sekil-3: A: seyir donemi, B: 24 saat son durum, C: 72 saat son durum, D:
mekanizma calismasi, BSI: Beyin Su igerigi, CBH: Cerrahi Beyin Hasari,
mGS: Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, WB:
Western Blot.

Sekil-4: CBH'ini1 takiben SFCA’da endojen triptaz ve PAR-2'nin gegici
ekspresyonu. Veriler ortalama * SD olarak ifade edildi. n=4/grup.

CBH’inI takiben SFCA’da endojen triptaz ve PAR-2 ekspresyonunun temsili
WB goruntusu (A), CBH'inI takiben SFCA’de endojen triptaz ekspresyonunun
kantitatif analizi (B), CBHini takiben SFCA’da endojen PAR-2
ekspresyonunun kantitatif analizi (C). CBH takiben 6. saatte baslayip 72.
saate kadar giden triptaz (B) ve PAR-2 (C) degerlerinde artis saptandi.
&p<0.05 vs Sham, *p<0.0001 vs Sham. CBH: Cerrahi Beyin Hasari, PAR-2:
Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, SFCA: Sag Frontal Cerrahi Alani, WB:
Western Blot.

Sekil-5: CBH'Ini takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonunun BSi ve
norodavranig testler Uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi.
n=6/grup.

BSi (A), mGS (B), denge kalasi testi (C), sol ve toplam ayak hatasi testi (D).
CBH grubunda, Sham grubuna kiyasla BSi'de artis ve tim ndrodavranis
testlerde o6nemli odlgude disfonksiyon saptandi. PAR-2 inhibisyonu
uygulamasi ile birlikte BSi’de azalma ve nérodavranis testlerde iyilesme elde
edildi. *p<0.0001 vs Sham, *p<0.05 vs CBH, #p<0.0001 vs CBH. BSi: Beyin
Su igerigi, BS: Beyin Sapi, CBH: Cerrahi Beyin Hasari, Fsag: Sag Frontal,
Fsoi: Sol Frontal, mGS: Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici
Reseptor-2, Psag: Sag Parietal, Psoi: Sol Parietal, S: Serebellum.
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Sekil-6: CBH'InI takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonunun BSi ve KBB
gegirgenligi Uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2
WB kantitatif analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB
kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB kantitatif analizi (E). CBH takiben 24.
saatte WB kantitatif analizinde PAR-2 ve albumin (B, C) dederlerinde artis,
PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte azalma saptandi. CBH takiben 24.
saatte WB kantitatif analizinde okludin ve klaudin-5 (D, E) degerlerinde
azalma, FSLLRY-NH2 uygulamakla birlikte artis saptandi. *p<0.0001 vs
Sham, *p<0.05 vs CBH, #p<0,0001 vs CBH, &p<0.05 vs Sham. CBH:
Cerrahi Beyin Hasari, KBB: Kan Beyin Bariyeri, PAR-2: Proteaz Aktive Edici
Reseptor-2, WB: Western Blot.

Sekil-7: CBH'InI takiben 72. saatte PAR-2 inhibisyonunun, BSi ve nérolojik
fonksiyonlar Uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi.
n=4/grup.

BSi (A), mGS (B), denge kalasi testi (C), sol ve toplam ayak hatasi testi (D).
CBH grubunda Sham grubuna kiyasla BSi'de artis ve tim ndrodavranis
testlerde bozulma saptandi. PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte BSi'de
azalma ve noérodisfonksiyonda iyilesme elde edildi. &p<0.05 vs Sham,
*p<0.0001 vs Sham,"P<0.05 vs CBH, BSi: Beyin Su icerigi, BS: Beyin Sap!,
CBH: Cerrahi Beyin Hasari, Fsag: Sag Frontal, Fso: Sol Frontal, mGS:
Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptdr-2, Psag: Sag
Parietal, Psoi: Sol Parietal, S: Serebellum.

Sekil-8: PAR-2 inhibisyonunun CBH’iniI takiben 72. saatte KBB gecirgenligi
uzerine etkisi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=4/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2
WB kantitatif analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB
kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB kantitatif analizi (E). CBH takiben 72.
saatte WB kantitatif analizinde PAR-2 ve albumin (B, C) dederlerinde artis,
PAR-2 inhibisyonu uygulamakla birlikte azalma saptandi. CBH takiben 72.
saatte WB kantitatif analizinde okludin ve klaudin-5 (D, E) degerlerinde
azalma, PAR-2 inhibisyonu uygulamasi ile birlikte artig saptandi. *p<0.0001
vs Sham, &p<0.05 vs Sham, *p<0.05 vs CBH, *p<0.0001 vs Sham,
#p<0,0001 vs CBH, CBH: Cerrahi Beyin Hasari, KBB: Kan Beyin Bariyeri,
PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptor-2, WB: Western Blot.

Sekil-9: CBH'inI takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonu KBB hasarini azaltti.
Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. n=6/grup.

BSi (A), mGS (B), denge kalasi testi (C), sol ve toplam ayak hatasi testi (D).
AC55541 uygulanan grupta FSLLRY-NH2 uygulanan gruba oranla BSi’nde
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artis ve tim noérodavranis testlerde énemli dlgude disfonksiyon saptandi.
*p<0.0001 vs Sham, *p<0.05 vs CBH, #p<0.0001 vs CBH, ***P<0.0001 vs
FSLLRY-NH2, $p<0.05 vs FSLLRY-NH2. BSi: Beyin Su igerigi, BS: Beyin
Sapi, CBH: Cerrahi Beyin Hasarl, Fsag: Sag Frontal, Fsoi: Sol Frontal, mGS:
Modifiye Garcia Skoru, PAR-2: Proteaz Aktive Edici Reseptdr-2, Psag: Sag
Parietal, Psoi: Sol Parietal, S: Serebellum.

Sekil-10: CBH'ini takiben 24. saatte PAR-2 inhibisyonu WB yontemi
kullanilarak KBB hasarini azaltti. Veriler ortalama * SD olarak ifade edildi.
n=6/grup.

PAR-2, albumin, okludin, klaudin-5’i temsil eden WB bant analizi (A), PAR-2
WB kantitatif analizi (B), albumin WB kantitatif analizi (C), okludin WB
kantitatif analizi (D), klaudin-5 WB kantitatif analizi (E). CBH takiben 24.
saatte WB kantitatif analizinde AC55541 uygulamakla birlikte albumin (C)
degerinde artis saptandi. CBH takiben 24. saatte WB kantitatif analizinde
AC55541 uygulamakla birlikte klaudin-5 (E) degerinde azalma saptandi.
PAR-2 ve okludin (B, D) degerlerinde anlamh bir fark elde edilemedi.
*p<0.0001 vs Sham, "p<0.05 vs CBH, #p<0,0001 vs CBH, $p<0.05 vs
FSLLRY-NH2, ***p<0.0001 vs FSLLRY-NH2, &p<0.05 vs Sham. CBH:
Cerrahi Beyin Hasari, KBB: Kan Beyin Bariyeri, PAR-2: Proteaz Aktive Edici
Reseptor-2, WB: Western Blot.

Tablo-1: BSi: Beyin Su icerigi, EE: Ekarte edilen, M: Mortalite, ND:
Norodavranig, OrtxSS: OrtalamazStandart Sapma, PAR-2: Proteaz Aktive
Edici Reseptor-2, WB: Western Blot, *24 saat son durum ve mekanizma
calismalarindaki BSi degerlendirmesi icin kullanilan denekler ortaktir. **24
saat son durum ve mekanizma calismalarindaki WB degerlendirmesi igin
kullanilan denekler ortaktir. ***Calisma icin gereken denek sayisi 128 (ortak
kullanim nedeniyle 92’e dusti. Ex olan ve yeterli lezyon olusmamasi
nedeniyle ¢calisma digi birakilan denek gruplari tamamlamak igin eklenmis ve
calisma toplamda 143 adet denek ile tamamlanmistir).

Grup 1: Sham grubu.

Grup 2a: CBH+SF (kontrol) grubu.

Grup 2b: CBH+FSLLRY-NH2 (tedavi grubu).

Grup 2c: CBH+FSLLRY-NH2+AC55541 (mekanizma grubu).
Tablo-2: Modifiye Garcia Testi, mGS: Modifiye Garcia Skoru.

Tablo-3: Denge Kalasi Test
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