DOI:10.4274/forbes.galenos.2022.48658
Forbes J Med 2022:3(1):59-67

Orijinal Arastirma / Original Article
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Effect of Probiotics on the Traumatic Brain Injury

©® Miige KARAKAYALLI!, ® Erdogan KOCAMAZ2, ® Sitheda ALPAY3, ® Tuna ONAL2,

® Mustafa OZTATLICI2, ® Rabia DURUSMA?2, ® Hasan Fehmi OZEL3, ® Mesut METE?,

® Necip KUTLU3, ® Mehmet ibrahim TUGLU2

lizmir Demokrasi Universitesi Tip Fakultesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir, Turkiye

2Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Manisa, Turkiye

3Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali, Manisa, Ttrkiye
“Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Nérosirirji Anabilim Dali, Manisa, Turkiye

Atif: Karakayali M, Kocamaz E, Alpay S, Onal T, Oztatlici M, Durusma R, Ozel HF, Mete M, Kutlu N, Tuglu Mi. Effect of Probiotics on the

Traumatic Brain Injury. Forbes J Med 2022;3(1):59-67

oz

Amag: Barsak mikrobiyatasi ile beyin arasinda iki yonli bir iliski olup 6zellikle travmatik beyin hasari
(TBH) sonrasi hasarda oksidatif stres ve enflamatuvar asama 6nemli bir role sahiptir. Barsakta olusan
patoloji bu hasarin tedavisinde problem olusturmaktadir. Probiyotikler (PB) bunu diizenleyerek olusan
oksidatif stres ve gliozisi azaltabilme potansiyelindedir. Bu calismada sican modelinde TBH olusturulup
PB icin bu olasi etki arastirildi.

Yontem: Eriskin sicanlarda yuksekten agirlik distirme yontemi ile TBH olusturulup herglin uygulanmis
PB etkisi incelendi. PB uygulamasi icin enfektif olmayan NBL Probiotic Gold preparati icersindeki
2,5x10? Enterococcus faecium, 2,5x10° Lactobacillus acidophilus, 2,5x10° Lactobacillus rhamnosus,
2,5x10° Bifidobacterium longum, 2,5x10° Bifidobacterium bifidum bakterileri oral uygulandi. Oksidatif
stres icin endotelyal nitréz oksit sentetaz (eNOS), gliosiz igin glial fibril asidik protein (GFAP) ve
S100 ve enflamasyon icin interlokin (IL)-10 iHK ile incelendi. Hasar HE icin morfometrik skorlama ve
immiinohistokimya (IHK) icin h-skor ile degerlendirildi.

Bulgular: TBH icin PB ile anlamli bir néron korunmasinin ve daha iyi iyilesmenin varligi HE skorlamasinda
saptandi. Bu iyilesmenin artan IL6-10 ve azalan eNOS, GFAP ve S100 h-skor bulgulari ile paralele olup
daha etkin bir tedavinin olusmasini sagladigl gbzlendi.

Sonug: Bu galismada, TBH igin PB destegi ile oksidatif stres, gliosiz ve enflamasyonun azaldigi bulundu.
Bu yolla néron koruma ve iyilesmeyi hizlandirarak daha kaliteli bir tedaviyi sagladigl anlasildi. TBH
hastalarda PB kullaniminin zor ve maliyetli olan kaliteli iyilesmeyi destekleyecegi disinuldi.

Anahtar Kelimeler: Travmatik beyin hasari, probiyotik, oksidatif stres, enflamasyon, gliozis

ABSTRACT

Objective: There is a two way relationship between the gut microbiota and the brain. Oxidative stress
and inflammation have important role in this damage of traumatic brain (TB). Pathologic alterations of
intestine enviroment cause more problem for treatment of brain damage. Probiotics (PB) may potential
to reduce oxidative stress and gliosis. In this study, experimental TB injury (TBI) was provided to examine
this possible effect of PB.

Methods: Weight-drop method was used to produce TBI and the effect of daily PB application was
examined. For PB application, non-infective NBL Probiotic Gold preparation 2.5x10° Enterococcus
faecium, 2.5x10? Lactobacillus acidophilus, 2.5x10° Lactobacillus rhamnosus, 2.5x10° Bifidobacterium
longum, 2.5x10? Bifidobacterium bifidum bacteria were administered orally. Oxidative stress was
analyzed by endothelial nitric oxide synthase (eNOS), gliosis by glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
S100 and inflamation by IL-10 with IHC. Damage was assessed by scoring with HE staining and h-score
of IHC.
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Results: PB caused significant neuron protection and more healing according to HE scoring in TBI. This improvement was in parallel with increasing
of h-score IL-10 and decreasing of eNOS, GFAP and S100 which provided better healing.

Conclusion: In this study, damage of TBI was treated with PB which caused decrase of oxidative stress, gliosis and inflamation. By this way, better
neuron protection, faster healing and more treatment occured. This could be very important for patient with TBI which is diffucult and cost

effective treatment.

Keywords: Traumatic brain injury, probiotic, oxidative stress, inflammation, gliosis

GiRIiS

Travmatik beyin hasari (TBH) uzun dénem suiren nérolojik
hasar, bozulan yasam kalitesi ve getirdigi bircok sorunlar
nedeniyle hala 6nemli bir problemdir. Klasik tedavi
sureglerinin istenilen yeterlilikte olmamasi bircok farkl
yaklagimi ortaya ¢ikarmaktadir! Bunlardan bir tanesi
probiyotik (PB) uygulamasidir.

TBH ile olusan primer ve sekonder degisiklikler artan bir
enflamasyon, astrogliosizve 5demile gerceklesip néronlarin
kaybina neden olur. Savunma amacli salgilanan parakrin
sekresyonlar ile beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF)
gibi bircok biyolojik faktorin néron korunmasini saglamasi
gerceklesmektedir. Artan oksidatif stresin nedeni Uretilen
radikal oksijen formasyonu ve lipid peroksidasyonudur.
Astrosit aktivasyonu ve gelisen enflamasyon 6demle
sonuclanmaktadir. Odemin uzun sirmesi hasarin
kaliciligl ve siddeti ile iliskili olup davranis bozukluklarina
paraleldir. Degisen immun profil bu bozukluklara destek
vermektedir? PB icin tim bu mekanizmalarda etkili
olabilecegi dustinulmustar.

Kaltir ortaminda ozellikle laktobacillus  suslarinin
uygulanmasi néron koruyuculugunda etkinligi
gosterilmistir. Deneysel ve klinik uygulamalarda anksiyete,
depresyon, biligsel yetersizlik, kronik agri ve enflamasyonda
etkili oldugu dustnutlmustdr. Anti-enflamatuvar sitokinleri
ve antioksidan enzimleri artirarak, serbest radikalleri
azaltarak ayrica immunolojik dengesizligi duzelterek
norolojik fonksiyonlarin tekrardan saglanmasini
gerceklestirmektedir?

Bu calismada sican modelinde yUksekten agirlik distrme
yontem ile olusturulan TBH sonrasi PB uygulanmasinin
oksidatif stres, gliozis ve enflamasyonu agisindan etkisi
incelendi.

YONTEM

Etik kurallari ve hayvan haklarina uygun olarak yapilan
deneylerde 15 adet agirliklari 300+50 gram olan Wistar
Albino erkek sican kullanildi. Sicanlarin timd Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Birimi'nden temin edilmis
ve tium deneyler burada yapilmistir. Sigcanlara anestezi
uygulandiktan sonra orta hatta bregma ve lambdoid olacak
sekilde, siinger Uzerine ylzUstU yerlestirildi. Kafatasina bir
celik disk oturtuldu. ic capi 20 mm, dis capi 25 mm olan bir
tiplUnicinden 300 gram agirligindaki celik cubuk bir metre
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yukardan birakilarak celik disk Uzerine carpmasi ile TBH
olusturuldu.*

Hicbir tedavi yapilmayan kafa travmasi grubu (TBH), 14 giin
boyunca oral gavaj ile 500 ulL serum fizyolojik verilen kafa
travmasi grubu (TBH+SHAM) ve 14 glin boyunca oral gavaj
ile 500 uL PB verilen kafa travmasi grubu (TBH+PB) olmak
Uzere Uc gruba ayrildi. Her grupta (n=5) hayvan kullanildi.

Enfektif olmayan NBL Probiotic Gold Preparati (NOBEL-
FARMA) icerisindeki 2,5x10? Enterococcus faecium,
2,5x10° Lactobacillus acidophilus, 2,5x10° Lactobacillus
rhamnosus, 2,5x10? Bifidobacterium longum, 2,5x10°
Bifidobacterium bifidum bakterileri bir PB Probiatop®
ile desteklendi. Lactobacillus rhamnosus HNOOI,
Lactobacillus acidophilus NCFM®, yaklasik 2,5x10 CFU
dozunda, gtinde bir kez 500 ul oral olarak 14 glin boyunca
uyguland3

Ornekler 14 glin sonra cikartilip, %4 formaldehit ile fikse
edilip parafin gomuld bloklardan alinan koronel kesitlerin
hemotoksilen eozin (HE) (01562E; Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire ve 01602E; Surgipath, Bretton) ile
boyanmasi ve fotograflanmasi ile incelendi. Kér yontemle
hasar iki histolog tarafindan +1 (hasar yok veya ¢ok az) ile
+5 (hasar ¢ok fazla) arasinda skorlandi®

Immiinohistokimya (iHK) ile oksidatif stres icin eNOS
(anti-eNQOS; sc-654, Santa Cruz Biotechnology), gliosiz
icin GFAP ve S100 (sc58839, Santa Cruz Biotechnology)
ve enflamasyon icin IL-10 bakildi. Alinan kesitler iHK
boyama icin bir gece 60 °C'lik etlvde tutulduktan
sonra, 30 dakikalik iki kez ksilen ile seffaflagtirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan %95'ten %60'a azalan derecede
alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5
dakika bekletildi. Dakopen ile sinirlandirilan alanlarda
oda sicakliginda %0,5'lik tripsin soltisyonu (800.729.8350,
ScyTek Laboratories, Inc, Logan, UT, Amerika Birlesik
Devletleri) icinde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidaziniinhibe etmekamaciyla5dk %3 H,0,uygulandi.
Uc defa 5 dakika PBS (TA-125- UB; Lab Vision, Fremont, CA,
Amerika Birlesik Devletleri) ile yikanan kesitlere bloklama
amaciyla 1 saat bloklama solisyonu ile muamele edildi.
Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra
primer antikorlar e-NOS, GFAP, S100 ve ILIO ile bir gece
inkibe edildi. Ertesi giin tampon solisyonu ile 3 defa
yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain kit;
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Zymed, San Francisco, CA, Amerika Birlesik Devletleri) ile
30 dakika boyandi. Yine t¢ defa 5 dakika tampon solisyonu
ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal
reaksiyonun gorinurligliini saptamak amaciyla DAB ile 5
dakika boyandi. Mayer's hematoksilen (72804E; Microm,
Walldorf, Almanya) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra
distile su ile 10 dakika yitkanan kesitler kapatma medyumu
ile kapatildi.*

istatistiksel Analiz

immiinohistokimyasal boyama sonuclari  H-skor ile
incelenerek, boyanma orani semikantitatif olarak
derecelendirildi. H-skor =3Pi(l+1). Burada, | boyama

yogunlugunu gostermektedir (0= ekspresyon yok, 1= hafif,
2= orta ve 3= yogun) ve Pi her yogunluk i¢in boyanan hiicre
yuzdesidir. Daha sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma
oran!” formall ile toplam skor hesaplandi. Elde edilen
bulgular ile gruplar arasindaki farklilk One-Way ANOVA
testi ile saptanarak ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Olympus BX40 15tk mikroskobu kullanilarak
degerlendirildi*

BULGULAR

Normal histolojik gértinim ile karsilastirildiginda korteks
(KT) ile hiicre yogunlugunda ve tabaka kalinliginda azalma,
hicrelerdedisorganizasyon,artmisvakuollesmeve piknosis,

TBH

X

TBH-SHAM

genelde yaygin dilate kapillerler gézlenmektedir. Yaygin
anoksik néronlar, néronlarda kiigilme ve sekil bozukluklari
ile piknotik hucreler gézlenmektedir. HE boyamalarinda
hipokampus (HK) ve KT igin PB uygulamasinin olusan hasari
gerilettigi gdzlendi (Sekil 1). TBH ile patolojik degisikliklerin
PB ile anlamli (p<0,05) olarak geriledigi saptandi (Grafik 1).

TBH ile HK (Sekil 2) ve KT (Sekil 3) igin artan oksidatif stresin
PB uygulamasi sonrasinda eNOS iHK ile azaldigl ve yapilan
uygulamalarin olusan serbestradikalleri gerilettigi gozlendi.
TBHile artan gliozisin PB ile GFAP boyamalarinda geriledigi
saptandi. Reaktif astrositlerin katilimini gésteren sl100
IHK boyamalarinda da benzer sekilde PB uygulamasi
bu aktivasyonu geriletti. TBH ile artan enflamasyonun
[L-10  boyamalari ile saptanan PB  uygulamasi
ile geri déndirildigi bulundu (Grafik 2).

TARTISMA

Barsak mikrobiyatasi ile TBH arasindaki iliski ¢cok az
calismada gosterilmis olmasina ragmen ilgili molekdler
mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Barsakta olusan
patoloji bu hasarin tedavisinde problem olusturmakta
ve PB uygulamasi bunu duzeltmektedir. TBH icin son
yillarda kullanim bulan bir Grin olan PB antioksidan,
anti-enflamatuvar ve immin modulatér etkileri ile
basarili olmaktadir. Beynin morfolojik iyilesmesi yani sira

TBH-PB

Sekil 1. HE boyama ile HK ve KT icin TBH sonrasi PB uygulamasinin etkisi

HE: Hemotoksilen eozin, HK: Hipokampus, KT: Korteks, TBH: Travmatik beyin hasari, PB: Probiyotik
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6grenme ve duygusal iyilesmeyi sagladigl gosterilmistir.
Kaltar ortaminda PB icin néron fonksiyonunu artirdig
bilinmektedir. Bu calismada sican modelinde TBH
olusturulup PB etkisi arastirildi. Oksidatif stres icin NOS,
Gliozis icin GFAP ve SI00, enflamasyon icin IL-10 1HK ile
gosterildi. Hasar HE boyamalarda morfometrik skorlama ve
iHK parametreler h-skor ile degerlendirildi. Calismamizda
PB destekli TBH icin oksidatif stres, gliozis ve enflamasyonu
azalttigl, néron koruma ve iyilesmeyi hizlandirarak daha
kaliteli bir iyilesmeyi saglandigi anlasildi.

TBH ile HK ve KT bolgelerinde patolojik degisiklikler
ortaya cikmaktadir. PB uygulamasinin bu degisiklikleri
6nemli él¢lide azalttigl ve ndéronal kaybir HE boyamalari
ve skorlamalari ile bircok calismada gosterilmistir.s
Galismamizda o6nceki calismalara benzer bigcimde olusan
hasari PB uygulamasinin azalttigi saptandi.

TBH tedavisinde PB kullanimi iliskisi beyin-barsak
eksenindeki bozulmalar, cesitli gastrointestinal
bozukluklarin ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinin ve

TBH TBH-SHAM
eNOS

TBH dahil yaralanmalarin ilerlemesinde rol oynamasindan
kaynaklanmaktadir® Kronik TBH sirasindaki enterik
patojen enfeksiyonu kortikal lezyon hacmini kdtllestirmis;
bununla birlikte, kronik TBH sirasinda enterik tehdidin
zararli etkilerinin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar
anlasilamamistir. Bu klinik 6ncesi calisma, PB ile kronik
TBH sirasinda barsak iltihabinin, iliskili nérodavranigsal
ve noropatolojik sonuclarini, sistemik iltihaplanma ve
disotonomi tizerindeki etkisini saptamistir3'°Bu calismalara
benzer bigimde bizim bulgularimizda PB kullaniminin TBH
tedavisine katki sagladigini gosterdi.

Calismamizda TBH ile olusan morfolojik hasarin belirgin
oksidatif stres ile gerceklestigi ve bunun PB ile engellendigi
gosterildi. Onceki bir calismada TBH &ncesi ve sonrasi cesitli
zamanlarda Epigallocatechin gallat (EGCG) bitki ekstrat
uygulamasinin, sicanlarda serbest radikal olusumunu
ortadan kaldirarak néronal dejenerasyon ve apoptotik
olimin inhibisyonuna ve biligsel bozulmanin iyilesmesine
neden oldugu gosterilmistir. TBH sonrasi 1.,3.ve 7. glinlerde,

TEH-PB

5100

Sekil 2. iHK boyama ile HK icin TBH sonrasi PB etkisi

[HK: immiinohistokimya, HK: Hipokampus, TBH: Travmatik beyin hasari, PB: Probiyotik, IL-10: interlékin-10, eNOS: Endotelyal

nitréz oksit sentetaz, GFAP: Glial fibril asidik protein
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8-hidroksi-2’-deoksiguanozin-, 4-hidroksi-2-nonenal- ve
tek iplikli DNA (ssDNA)-pozitif oldugunu ortaya gikarmistir.
EGCG'nin, TBH tarafindan hasar géren alan cevresinde
serbest radikal kaynakli noéronal dejenerasyonu ve
apoptotik 6lUmMU engelledigi gosterilmistir Bir diger bitki
ekstraktl olarak Ilex pubescens Cin tibbinda geleneksel
olarak yaygin olarak kullanilan bir tedavi olup fokal
serebral iskemi/reperflzyon hasarinin sican modelindeki
potansiyel mekanizmalari igin incelenmistir. Toplam
nitrik oksit sentaz, NOS ve nitrik seviyeleri oksit (NO),
interlokin-1p (IL-1B) azalttigl ve timor nekroz faktori-alfa
(TNF-0) ile IL-10 duzeylerini artirdigi saptanmistir. Oksidatif
stresin azaltilmasinin néron koruyucu etkisi gésterilmistir.”
Sonuglarimiz  oksidatif stres icin onceki literatlrdeki
bulgularla uyumlu bulundu ve PB etkisinin 6nemini
gdsterdi.

Calismamizda TBH ile HK hasar ile belirgin gliozis

astroglial protein olan S100B, TBH icin kabul edilmis
belirteglerdir. Klinik ¢alismalarda, GFAP ve S100B igin
beyin hasarinda prognoz ve tedavi icin &nemli olacagini
gbstermistir> Son c¢alismalar, Nestin'in vaskulatirle
iliskili hticrelerde hicresel yapisal yeniden sekillenmeyi
kolaylastirdigini ileri  strmistir.  iskemide nestin
ekspresyonunun arastirildigi bir calismada hippokampts
CAl icin tum nestin-pozitif hicreler reaktif astrositler
olarak bulunmustur. Nestin pozitif hiicrelerin neredeyse
tamami ayni zamanda néral/glial progenitorler olup Sox-
2 veya Sox-9 pozitif bulunmus ayrica bazi hiicreler de Ki-
67 icin pozitif saptanmistir. TUm nestin pozitif astrositlerin
farkli bir post-mitotik astrosit populasyonunda eksprese
edildigi bilinen kalsiyum baglayici protein S1008 icin
de pozitif oldugu goérulmuastir. TBH ile artan gliozis
farelerde frontal KT, CAl ve 3 bélgelerinde GFAP-pozitif
hicrelerin sayisinin énemli S6lgide artmasi ile ortaya
konmustur.® Calismamizda TBH ile HK ve KT hasari ile

olustugu PB ile kullanimlarinin  bunu engelledigi belirgin gliozis olustugu ve PB uygulamasinin bunu
gosterildi. Astroglial iskeletin bir pargasi olan GFAP ve engelledigi gosterildi.
TBH TBH-SHAM TBH-PB

eNOS

GFAP

~v g
ors B0 g%
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Sekil 3. IHK boyama ile KT icin TBH sonrasi PB etkisi

IHK: immt']nohistokimya, KT: Korteks, TBH: Travmatik beyin hasari, PB: Probiyotik, IL-10: interlékin-10, eNOS: Endotelyal

nitréz oksit sentetaz, GFAP: Glial fibril asidik protein
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Calismamizda TBH ile artan enflamasyonun PB uygulamasi
ile engelledigi gosterildi. TBH kanamalar, hasarli miyelin
ve noéronal hicreler dahil olmak Uzere nekrotik artiklar
Uzerinden molekuler faktorler ile enflamatuvar bir yanit
baslatir. TBH kaynakli enflamasyonda 6ne ¢ikan molekuller,
proenflamatuvar sitokinler ve anjiyojenik faktorlerdir.
Siki baglantilarin bozulmasi, hiicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesiveadezyonmolekillerininartanekspresyonu
gorulur. Boylece lokosit ve protein ekstravazasyonu gelisir.
Bu degisikliklerde PB etkisinin oldugu dustinilmektedir.
Beyin-barsak ekseni, néroendokrin ve immunolojik sinyal
yollarini ve ¢ift yonli sinir mekanizmalarini iceren karmasik
bir agdan olusur. Barsak mikrobiyomunu degistirmek bu
eksenidegistirir ve sirayla beyin hasari ve néroenflamatuvar
strecleri  etkileyebilir. Son yillarda, gastrointestinal
mikrobiyom poptlasyonunun aktivite ve bilesiminin,
merkezi sinir sisteminin homeostazini etkileyen yukarida
belirtilen tim yollar yoluyla beyni etkiledigi gdsterilmistir.
Barsak mikrobiyomu, néroenflamasyon, anormal kan beyin
bariyeri gecirgenligi, bagisiklik sistemi tepkileri, mikroglial
aktivasyon ve mitokondriyal disfonksiyon dahil olmak
Uzere TBH kaynakli patolojilerin ilerlemesi icin temel olan
hlcresel ve molekuler stireglerin modulasyonunda yer alir.
Beyin ve barsak mikrobiyomu arasindaki etkilesimin esas
olarak enterik sinir sistemi ve vagus siniri yoluyla serotonin
veya dopamin dahil noéroaktif bilesikler ve endotoksin,
norotransmiterler, nérotrofik faktorler ve sitokinler dahil
bakteriyel metabolitler tarafindan aktivasyon yoluyla
gerceklestigi varsayilmistir. PB, sindirim sisteminin normal
dengesini  korumaya ve/veya hastaliklari yénetmeye
yardimci olabilecek canli mikroskobik organizma tirlerinin
tedavide kullanilan Grlnleridir. Bir dizi otoimmin,
psikiyatrik, kardiyovaskuler ve serebrovaskller bozukluk,
barsak mikrobiyotasinin dengesizligi ile iliskilendirilebilir.'®

TBH icin PB ETKISI - HE

»

w

N

[SN

TBH TBH-SHAM TBH-PB

Grafik 1. TBH icin PB uygulamasinin morfolojik skorlama
ile degerlendirilmesi

TBH: Travmatik beyin
Hemotoksilen eozin

hasari,  PB: Probiyotik, HE:
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TBH sonrasi, ekzojen kdk ve endojen néral kék hicrelerin
proliferasyonu uyarilir, vaskller endotelyal blylime
faktori (VEGF) ve norogenez induksiyonu olur, kan-
beyin bariyerinin bozulmasindan sonra, makrofajlar,
fagositik, proteolitik ve proenflamatuvar fonksiyonlar bir
baslangi¢ fazini uyarirken, ikinci faz, rejenerasyon, btytme,
anjiyogenez ve matris birikimini iceren anti-enflamatuvar
fonksiyonlar ile karakterize edilir. Mikroglia enflamatuvar
olaylar baslatir. Bu sekil ayni zamanda nétrofil istilasini ve
bunlarin vaskuler gecirgenligin degismesini ve lizozomal
enzimlerin salgilanmasi yoluyla oksidatif hasara katkisini
ve serebral kan akisindaki degisiklikleri iceren beyin
travmasinin patolojik sUrecleri izlenir. Ayrica notrofiller,
IL-6, IL-1 ve TNF-a gibi enflamatuvar sitokinleri serbest
birakarak etki eder. Mikroglia, monositler, makrofajlar ve
notrofiller, kan-beyin bariyeri hasari sergileyen alanlari isgal
eder ve integrin reseptorleri de dahil olmak lGzere nétrofil
yapisma faktoérlerinin kapsamli bir sekilde dizenler” Bir
calismada, 21 gtinldk ¢oklu sus PB tuketiminin HK hasari,
uzamsal ve 6grenme bellegi ve beyin hipoperflizyonlu
bir fare modelinde etkisi incelenmistir. Fare modelinde,
20 dakika ve 24 saat reperflzyon icin bilateral ortak
karotid arter oklizyonu ile serebral hipoperflizyon
olusturuldu. 107, 10® ve 10° CFU/gln konsantrasyonlarinda
birka¢ PB bakterinin karisimlari, 3 hafta 6nce oral yoldan
uygulanmis. Mekansal ve 6grenme bellegi, histolojik hasar
ve apoptoz, iskemiden 24 saat sonra HK'nin CA, CA, ve
dentat girusunda degerlendirilmistir. MDA icerigi ve BDNF
duzeyi ELISA teknigi ile dlculmustar. PB profilaktik, her g
konsantrasyondadaHK'nin CA, CA,ve DG'sindekiapoptotik
hicre sayisini ve néron 8lumini énemli 6l¢lide azaltmistir.
Ayrica 10°-CFU/glnde boyutsal hafiza bozuklugunu ve
norolojik disfonksiyonu dizeltmistir.® Kolesterol dustrtci
ajan olan simvastatinin, TBH sicanlarda VEGF ve BDNF
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Grafik 2. TBH
degerlendirilmesi

sonrasi PB etkisinin h-skor ile
IHK: /mmdnohistolgimya, TBH: Travmatik beyin hasari, PB:
Probiyotik, IL-10: Interl6kin-10, eNOS: Endotelyal nitréz
oksit sentetaz, GFAP: Glial fibril asidik protein
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ekspresyonunu artirdigl ve Akt aracili sinyal yolunun
aktivasyonu sagladigl gosterilmistir. Bdylece davranis,
bilis ve histolojik olarak tedavi etkinligi bulunmustur.
PB kullaniminin TBH icin VEGF ve damarlanmayi arttig
ve noéronlar korudugu bircok calismada gosterilmistir.”
TBH sonrasi endojen onarim slrecini uyarmak icin VEGF
kullanmak nérojeneratif tipta dnemli bir yaklasim olabilir.
VEGF hippokampal nérojenezi artirabilen molekullerden
biridir. Bir calismada, Flkl (VEGF reseptoéri 2) yoluyla
VEGF sinyalinin deneysel TBH sonrasi nérojenik sirece
etkisi incelenmistir. FLkl'in hem subgrantler katmandaki
noéroblastlar tarafindan hem de HK'nin yetiskin dentat
girusundaki olgunlasan granutl néronlar tarafindan ifade
edildigini godsterilmistir. Sicanda lateral sivi perkisyon
hasari sonrasinda, ayni taraf DG'de yuksek VEGF seviyeleri
ve ayrica de novo néronlarin sayisinda artis saptanmistir.
VECF ve Flklin noérojenik strece katilimini dogrudan
test etmek icin, Flkl'in bir inhibitéri olan rekombinant
VEGF veya SU5416'y1 yarali hayvanlarin ipsilateral serebral
ventriktline verildiginde VEGF infuzyonunun BrdU+/
Proxl+ yeni néron sayisini énemli olcide artirdigl ve
TUNEL+ htcrelerinin sayisini azalttigi gorilmustar. VEGF
icin TBH sonrasi de novo hipokampal nérogeneze aracilik
ettigi, hasarli beyindeki néroblastlarin proliferasyonundan
ziyade agirlikli olarak de novo granul néronlarinin hayatta
kalmasina aracilik ettigi ve VEGF reseptorleri ve diger
molektler mekanizmalar da yaralanmayi takiben artan
nérogeneze aracilik etmede rol oynadigi dustintlmustir>2°
Bizim ¢calismamizda da MKH, PB ve birlikte uygulamalarinda
damarlanmanin artirildigl VEGF ile gosterildi. Sonuglarimiz
onceki literatUrdeki bulgularla uyumlu bulundu ve PB
etkisinin dnemini gosterdi.

Calismamizda TBH ile azalan anti-enflamatuvar sitokin
IL-10 duzeyinin PB kullanimlari ile arttigr gosterildi.
Adipoz kaynakli MKH icin sepsis kaynakli akut akciger
hasarini iyilestirebilecegini ve Firmicutes ve Bacteroidetes
gibi barsak mikrobiyotasindaki mikroorganizma
populasyonlarini degistirebileceginin dasunuldugu
bir calismada artan enflamatuvar sitokinlerin serum
seviyeleri, TNF-a ve IL-10 PB kullanimi ile dnemli élglde
azaldigl bulunmustur. MKH tedavi ile sepsisli sicanlarda
barsak mikrobiyotasinin  ¢esitliligini  6nemli Slglde
artirdigl  saptanmistir. MKH barsakta faydali bakteri
oranini artirmis, zararli bakteri oranini azaltmis ve barsak
mikrobiyotasini  normallestirmistir?? Son zamanlardaki
ilerlemelere ragmen, saglik ve hastalikta mikrobiyom
ve noro-bagisiklik arasindaki etkilesimin incelenmesi
hentz bilinmemektedir. Bazi ¢alismalar, néro-bagisiklik
baglaminda bu tur varsayillan “barsak-beyin eksenini”
yénlendiren olasi mekanizmalara isik tutmustur. Ornegin,
antibiyotik tedavisi ile barsak kommensal bakterilerinin
tikenmesi, farelerde deneysel otoimmiin ensefalomiyelitin

ilerlemesini azaltmis, bunun I[L-10 Ureten duzenleyici
T-hicre indUklenmesinin aracilik ettigi 6ne strtlmusttr.?
Ml-benzeri “proenflamatuvar” hicrelerin genellikle zararli
oldugu varsayilsa da iyi dizenlenmis bir Ml-benzeri yanit
TBH sonrasi noéroprotektif olabilecegi dusUntlmUstir.
Ancak asiri M1 benzeri bir yanit, ikincil beyin hasarina yol
acabilir ve kendi kendine yayilan bir hiperenflamatuvar
duruma yol acabilecegi 6n goérulmaustar. IL-4 ve [L-13
uyarisina bir yanit olan M2a benzeri “alternatif” fenotip, anti-
enflamatuvar sitokinlerin Gretimi ve artan fagositik aktivite
ile iliskilidir. M2c benzeri “deaktive edilmis” fenotip, IL-
10'a, glukokortikoidlere veya apoptotik hicrelerin alimina
yanit olarak ortaya ¢ikar ve doku onarimini ve yeniden
sekillenmeyi dizenleyebilecegi anlasilmistir. Travma veya
ikincil hasar ile doku iskemisini ekleyerek beyindeki lokal
enflamatuvar yaniti gliclendirmektedir. Bunun yerine
deneysel ve klinik calismalar, ikinci zararin sitokin yanitini
daha anti-enflamatuvar bir fenotipe kaydirdigini ve IL-10
yanitini gclendirdigini ortaya koymustur. TBH ve ardindan
siddetli hemorajik sok ile politravma modelinde, serum
[L-10 seviyeleri tek basina TBH ile karsilastirildiginda
yaklasik 100 kat ve tek basina hemorajik sok ile
karsilastinldiginda 30 kat artmistir?® TBH icin enflamatuvar
tepkiler genellikle IL-10 ve TGF-B gibi anti-enflamatuvar
sitokinler tarafindan dengelenir. IL-10, STAT3 araciligiyla
sinyal veren, TBH hastalarinin BOS'sinde bulunan ve
dolasimdaki monositlerle iliskilendirilen guclt bir anti-
enflamatuvar sitokindir?* Yaralanmadan 6nce intravendz
[L-10 enjeksiyonunun, sivi perkiisyon yaralanmasini takiben
sicanlarda TNF-o ekspresyonunu azalttigi ve norolojik
iyilesmeyi hizlandirdig gésterilmistir.? Bu veriler, IL-10 igin
yaralanmadan hemen sonra uygulandiginda néroprotektif
olabilecegini ve periferik bagisiklik sistemi Uzerinden
hareket edebilecegini gdstermektedir. Bizim ¢alismamizda
da PB uygulamasi ile enflamasyonun azaltildigl ve bunun
IL-10 ile iliskili oldugu gosterildi. Sonuglarimiz dnceki
literattrdeki bulgularla uyumlu bulundu ve PB etkisinin
onemini gosterdi.

Barsak mikrobiyomu ile TBH arasindaki iliski ¢ok az
calismada gosterilmistir. Bunlar arasinda Parkinson gibi
hastaliklarda saptanmistir2¢? Bir calismada hematopoetik
kok hicre transplanti yapilmis insan ve farelerde
Barnesiella cinsinin Vancomycin'e direncli Enterococus
fecalis suslarinin baylimesini engelledigi saptanmistir.282?
Yapilan bir calismada TBH ile gelisen barsak patojen
enfeksiyonu ile daha da kotlulesen bir durum saptanip
sekonder ikincil hasar ile iliskilendirilmistir. Farelerde
TBH sonrasi 28. ginde dekstran ile indUklenen barsak
enfeksiyonunun davranis ve motor bozukluklar ile HK
néron 6limu ve gliozisi daha da artirmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile vyapilan analizde HK
noéroenflamatuvar gen artisinin barsakta olusturulan
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enfeksiyonla iliskili oldugu diastnulmustir3°3 Spinal kord
hasarli hastalarda nérolojik bozukluklarla barsak disbiyozu
arasinda bir iliskiyi gostermek icin fare modellemesinde
PCR ile barsak mikrobiyomu arastirilmistir. Kontrol ile
karsilastinildiginda fekal 6rneklerde spinal kord hasari
yapilmis fareler icin Firmicutes, Christensellaceae ve
Butrycicimonas turlerinin anlamli bir sekilde azaldigl
tespit edilmistir. Fekal mikrobiyata transplanti yapilan
farelerde bu dususin geri cevrildigi gorulmustir. Spinal
kord hasari ile Blautia, Anaerostipes ve Lachnospiraceae
NK4K136'nin anlamli azalisina karsilik Bilophila anlamli
artisi bulunmustur. Fekal mikrobiyom transplanti ile bu
durumun tersine cevrildigi tespit edilmistir. Ayrica fekal
orneklerde artan kisa zincirli yag asitlerinin arttiginin
saptanmasi intestinal gecirgenligin ve l6komotor
iyilesmenin  nedeni oldugu dusunulmuastir. Fekal
transplantina bagli bu degisiklikler spinal kord icin IL-
Beta ve NF-kappa B azalmasi ile sonuclanip barsaktan
gelen bir sinyal mekanizmasinin varligini gdstermistir334

Son arastirmalar, PB icin kan-beyin bariyeri, miyelinasyon,
norojenez ve mikroglial olgunlasma gibi ndérojeneratif
surecleri  sekillendirmede &nemli roller oynadigini
gostermektedir.  Disbiyotik  bir  barsak  ortaminin,
beyinde yaptigl etkilerden yola c¢ikip, kan-beyin bariyeri
gecirgenligi, ndéroenflamasyon, astroglia aktivasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyon gibi TBH kaynakli patolojileri
hafifleterek hiicresel ve molektler fonksiyonlariiyilestirdigi
gosterilmektedir.  Calismamizda, PB  uygulamasinin
oksidadif stresi, enflamasyonu ve gliozisi azaltarak TBH icin
anlaml bir yarar sagladigi gosterildi. Alinan sonuclar ile PB
uygulamasinin gelecekte daha iyi tedavi ve hasta yasam

kalitesi saglayabilecegi dusunuldi.

Calismanin Kisituliklari

Bu c¢alismanin kisitlamalar olarak yuUksekten agirlik
disirmenin olusturdugu TBH icin tam olarak bir
standardizasyonungercgeklestirilememesi,PBuygulamasina
bagli barsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin ortaya
konamamasi ve sican aplikasyonu olan manyetik rezonans
veya bilgisayarli tomografi sonuglari yapilamadigindan
iyilesmenin tam olarak gosterilememesi sdylenebilir.

SONUC

TBH tedavisi zor ve maliyetleri ylksek bir hastaliktir. Hasta
yasam kalitesini artirmak icin yeni arayislar stirmektedir.
Bu c¢alismada son zamanlarda klinik kullanim bulan PB
icin barsak mikrobiyomunun dizenlenmesi ve beyin
hicrelerindeki olumlu etkileri nedeniyle artan birarastirma
potansiyeli bulunan bu Urunutn etkisi ve mekanizmasi
incelendi. Deneysel sican modelinde yUksekten agirlik
duastrme ile gerceklestirilen beyin hasarinin oksidatif
stres, gliozis ve enflamasyon parametreleri bakildi. PB
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uygulamasinin TBH igin zararli etkileri olan bu parametreleri
geri dondurerek anlamli bir sekilde néronlari korudugu
ve hasari azalttig bulundu. Bu bulgularin klinik anlami
olabilecek dnemi oldugu dustntldu.
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