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OZET

Sicanlarda Memantin ve Melatonin Tedavisinin Travmatik Beyin Hasar1
Sonrasi Etkilerinin Arastirilmasi

Kafa travmasi sonrasi olusan beyin hasari, N-methyl-D-aspartate (NMDA)
reseptOr aktivasyonu, hiicre igi Ca*? homeostazisinde bozulma, oksidatif stresi iceren
kompleks patofizyolojik siiregler sonucunda gelismektedir. Ekstrasinaptik NMDA
reseptor inhibitorii memantin ve serbest radikal giderici melatonin, insanlarda yan
etkilerinin az olmalar1 nedeniyle noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanimlari
s6z konusu olan molekiillerdir. Bu ¢alismada memantin ve melatoninin travmatik beyin
hasarma olan etkileri Sprague-Dawley cinsi erkek siganlarda karsilastirmali olarak
arastirildi. Rompun ve ketasol anestezisi altinda, 10 gram agirliginda metal silindirin 50
cm yiikseklikten kafa tasi kemiginde agilmis olan 6 mm ¢apindaki agikliktan direk
beyin lizerine diisiiriilmesi ile beyin travmasi olusturuldu. Travmanin hemen sonrasi
siganlara memantin, melatonin ve memantin/melatonin kombinasyonu uygulamasi
yapildi. Davranis incelemesi sonrasinda, travmadan 24 saat sonra hasar hacmi,
apoptotik hiicre 6liimii belirlendi. Yapilan ¢alisma sonucunda memantin ve melatonin
tedavilerinin beyin hasarin1 azalttiinin belirlenmesine ragmen her iki molekiiliin
birlikte kullanildigi sicanlarda beyin hasarinin anlamli olarak daha da azaldigi
belirlenmistir. TUNEL boyamasi ile yapilmis olan apoptoz degerlendirmesinde her ii¢
tedavinin de hasar1 azalttigi fakat bu azalmanin memantin/melatonin kombinasyonu
sonrasinda kontroliin yaninda diger tedavi gruplarina gére de anlamli oldugu belirlendi.
Davranig testi incelemesinde hasar biiyiikligii ile bir paralellik gozlemlendi. Tedavi
gruplarinda motor koordinasyonun daha iyi olmasmin yaninda depresif hareketlerin
daha az oldugu ve kontrole gore daha iyi hareket ettikleri belirlendi. Sonug olarak kafa
travmasi sonrast memantin ve melatoninin farkli patolojik siirecleri etkilemelerinin
etkisiyle her iki molekiiliin beraber kullanildig: siganlarda daha az hasarin ve apoptotik
hiicre 6limiiniin  gozlemlenmesi bu molekiillerin kombinasyonlarinin  klinik
caligmalarda kullanilmasina da katkida bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: apoptoz, melatonin, memantin, travmatik beyin hasari, sigan



SUMMARY

Investigation the Effects of Memantine and Melatonin Treatment after
Traumatic Brain Injury in Rats

Brain injury following head trauma occurs after complex pathophysiological
processes including activation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor, disruption of
intracellular calcium (Ca*™) homeostasis and oxidative stress. Extrasynaptic NMDA
receptor inhibitor, memantine, and free radical scavenger, melatonin, have fewer side
effects and are used in humans in treatment of neurodegenerative disorders. In this
study, the effects of memantine and melatonin on traumatic brain injury was
investigated in male Sprague-Dawley rats. Brain trauma was generated by dropping a
10 grams of metallic cylinder from 50 cm height, directly onto the brain over a hole
with 6 mm diameter on the skull, under rompun and ketasol anesthesia. Immediately
after trauma memantine, melatonin and memantine/melatonin combination were applied
to rats. At the end of behavioral examination, injury volume 24 hours later than trauma
and apoptotic cell death were determined. At the end of the study, although it was
identified that memantine- and melatonin-only treatments also reduced brain damage,
reduction in brain damage was more significant in rats treated with this combination
treatment. In evaluation of apoptosis with TUNEL staining, damage was determined to
be lower in all three of the treatments, however it was determined that this reduction
was significant in memantine/melatonin combination as compared to control as well as
other treatment groups. Open field examination was in compliance with the infarct area.
In addition to better motor coordination, less depressive behaviour and better movement
was identified in treatment groups compared to control. Consequently, since memantine
and melatonin individually affect different pathological processes after brain trauma, the
observation that injury and apoptotic cell death were reduced in rats treated with
memantine and melatonin combination, lead to the use of this combination in clinical
studies.

Keywords: apoptosis, melatonin, memantin, rat, traumatic brain injury



3. GIRIS ve AMAC

Travmatik beyin hasari1 6zellikle gen¢ yas niifusunda en fazla 6liim ve sakatlik
nedeni olmasina ragmen patofizyolojisi ve tedavisi konusunda yapilan ¢aligsmalar heniiz
tatminkar diizeyde degildir. Bu kapsamda klinikte norodejeneratif hastaliklarin tedavisi
amaciyla heniiz tedavide kullanilan bir ilag¢ gelistirilememistir. Noroprotektif etkili
oldugu diisiiniilen ve klinik ¢aligmalarda denenen ilaglarin tamamina yakini 6zellikle
insanlarda karsilasilan yan etkileri nedeni ile basarisizlikla sonuglanmistir. Travmatik
beyin hasarinin patofizyolojisi ele alindiginda, NMDA reseptoriiniin asir1 aktivasyonu
(eksitotoksisite) ve serbest radikal {iiretimi sonrasinda ortaya c¢ikan hiicre oliim
stireglerinin olusan hasarin olusumunda baslica rol oynadiklar1 goriilmektedir. Bu
nedenle bu calismada insanlarda iyi tolere edilen ve hali hazirda klinikte uyku
diizensizliklerinin veya Alzheimer hastalifinin tedavisinde kullanim alani bulmus olan
ekstrasinaptik NMDA reseptor antagonisti memantin ve serbest radikal giderici
melatoninin etkileri kafa travmas1 modelinde arastirilmstir. ikili kombinasyonun amaci
hem molekiillerin ayr1 ayr etkilerinin arastirilmasi hem de iki farkli etki mekanizmasina
sahip olan bu molekiillerin birlikte kullanilmalarinin tedavinin etkinligi iizerine
olabilecek olasi pozitif etkilerinin degerlendirilmesidir. Elde edilecek olumlu bulgularin
bu molekiillerin klinikte kafa travmasin sonrasit tedavi amagh kullanimina katki

saglamasi beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1 Travmatik Beyin Hasar

Travmatik beyin hasar1 kafatasi kemiginin pargalanmasi sonrasinda direk olarak
veya serebrospinal sivi gibi beynin koruyucu mekanizmalarinin iizerine alinan darbeler
sonucunda kafatast kirilmaksizin dolayli olarak meydana gelmekte olup kalici veya
gegici norolojik, psikolojik ve fonksiyonel bozukluklar ile karekterizedir (1).

Epidemiyolojik agidan Kkafa travmalari, diinyada mortalitesi ve morbiditesi en
fazla olan ti¢iincii hastaliktir. Kafa travmalar1 genellikle bes yas alt1 ¢ocuklarda, 15-24
yas arasi yetiskinlerde ve 75 yas tlizeri yashlarda goriilmektedir. Kafa travmalarinin
meydana gelmesindeki baslica nedenler arasinda arag kazalari, diisme ve boks ve kick-
boks gibi dogrudan kafaya darbelerin oldugu spor dallaridir. Siddet olaylar1 ise kafa
travmalarinin %20’lik bir kismin1 olusturmaktadir (2).

4.1.1 Patofizyoloji

Travmatik beyin hasari1 sonrasi alinan darbenin siddeti ile paralellik gosteren
birbirine bagli olan primer ve sekonder hasarlar ile karsilasilabilmektedir. Primer beyin
hasari; travmanin hemen sonrasinda doku biitiinliigiiniin bozulmasinin akabinde beyinde
meydana gelen hasar i¢in kullanilmakta olup sekonder hasar primer hasara bagli olarak
zamana bagh gelisen NMDA reseptor aktivasyonu (eksitotoksisite), serbest radikal
iiretimi, aksonal dejenerasyon ve bunu takiben programli ve programsiz hiicre 6liimii
gibi patofizyolojik olaylar1 igermektedir (3-5).

4.2 Eksitotoksisite

Ik olarak 1969 yilinda Olney ve Sharp eksitatér amino asit (EAA) glutamatin
noronlar tizerinde toksik etki olusturabilecegini One siirerek eksitotoksisite kavramini
tammlamislardir (6). In-vivo ve in-vitro yapilan deneyler sonucu, fazla miktarlarda
eksitatdr amino asit ve analoglarinin nérodejenerasyona neden oldugu bilinmektedir (7-
10).

(Na") iletkenliginin aktivasyonundan dolay1 olusan presinaptik depolarizasyon
sinir terminallerine ulastiginda voltaja duyarl Ca*? kanallarindan (VDKK) Ca* girisi,
EAA’lerin salinmasima sebep olmaktadir. Postsinaptik membranlarin dendtrit ve
somalarinda baglica T ve L tipi kanallar bulunurken, VDKK muhtemelen N tipi
kanallar1 igermektedir (8,11,12).



Bununla birlikte, EAA’ler Na* gradient ve membran potansiyeliyle yonlendirilen
elektrojenik 2Na* / glutamat kotransportuyla Ca™® girisinden bagimsiz olarak da
salinabilmektedir. Eger iskemide oldugu gibi, Na® gradienti bozulur ve membran
depolarize olursa, EAA’lerin salinimi katalizlenir (8).

Glutamat reseptorleriyle iyon kanallarmin uyarilmasini izleyerek postsinaptik
membrandan Na" girisi meydana gelir. EAA'ler agonistlerine bagl olarak 5 kategoride
siiflandirilir. Bunlar; yiiksek ve diisiik affiniteli kainat, amino -3-hidroksi -5- metil -4-
isoazol propiyonik asit (AMPA), NMDA ve kiskalat reseptorleridir. Bunlardan ilk 4
iyon kanallar1 araciligiyla etki ettiklerinden iyonotropiktir (12,81).

Glutamat, presinaptik sinir uglarindan salindiginda AMPA ve NMDA
reseptorlerinin her ikisini de uyaran karisim bir agonisttir. AMPA reseptorii Na*, K* ve
muhtemelen de H* katyon kanallarma baglanarak etkisini gosterir. Na™‘un girmesi
depolarizasyona neden olur. Glutamat reseptér kapilarinin alt tipi olan NMDA
monovalan katyon ve Ca*® un her ikisine de gegirgendir. Kanal normalde Mg* ile
kapatilmigtir, fakat membranin depolarizasyonuyla bu blokajdan kurtulur (13-15).
AMPA reseptor bagimli kanallar yoluyla Na* girisi depolarizasyona sebep olur, boylece
NMDA kanallari yoluyla Ca*?  girigini saglar. Na* girisiyle meydana gelen
depolarizasyon L ve T tipi VSCC’ler arasindan Ca*? girisini saglar. Buna ilave giris
yolu 3Na‘/Ca*? degistiricisidir. Boylece Na* gradienti ve/veya depolarizasyonun
azalmas1 Ca'? girigini kapatan degistiriciyi tersine ¢evirebilir. 3Na*/Ca*? degisimini
tersine gevirmek icin ihtiyag duyulan Na* gradientindeki azalma intraselliiler asidoz ile
uyarilan Na'/H" degisiminin sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir. Kisacas1, glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu ¢oklu Ca*? iletimi iizerinden etkisini gosterir. EAA’lerin
salmim1 ve iyonotropik glutamat reseptorlerinin aktiflesmesi bir ¢ok iyona karsi
membran gegirgenliginin artigina sebep olur (8,12,16).

Reseptorlerin glutamat ile aktivasyonunu igeren eksitatdr olaylar Ca*? girisi izler.
Eksitator olaylarin  sonlandirilmasi, EAA’lerin  geri almmasit ve inhibitor
mekanizmalarla saglanir. Hiperpolarize membrana dikkat edildiginde, inhibisyon
baslica iyon akis1 ile saglanir. Genelde K™ veya CI” iletiminin aktivasyonunu inhibisyon
izler. Bu Cl iletimideki artits membran potansiyelinin normal degerlere kapanmasina

sebep olurken, K* cikist da membranlar1 hiperpolarize etmektedir. Inhibitdr kontroliin



K" iletiminin aktivasyonuyla oldugu gériilmektedir. Once K* kanallar1 agilir ve pozitif
iyon yiikii hiicreyi terk eder ve membran hiperpolarize olur (17).

EAA ve bunlarin analoglari, NMDA ve non-NMDA reseptorlerini aktive ederek
hiicre i¢ine Na*, CI” iyonlar1 ve su girmesi ile hizli sismeye neden olmaktadir (18,19).
Gecikmis hiicre oliimii ise NMDA reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi ve buna baglh ortaya
cikan Ca™ un igeri akmasi ile olmaktadir (20). Glutamata kisa fakat yogun maruz
kalinmasi, NMDA reseptorlerine bagli mekanizmalar ile gecikmis hiicre 6liimiine neden

+2

olur (21). Fosfolipaz A, ve kalpain gibi Ca™ 'a bagli enzimlerin aktivasyonu ve serbest
radikal iretimi de bu siiregte rol alir (22-25). intraselliiler Ca™ 'un genel artis1 her
zaman hiicre 6liimiine neden olmadigi icin NMDA reseptorleri gevresinde lokalize
artiglarin nitrik oksit sentatazin asir1 uyarilmasina neden oldugu ve bdylece 6liimciil
olaylarin tetiklendigi diisiiniilmektedir (25). NMDA'a bagli néronal toksisitenin kismen
NOS inhibitorleri ile bloke edilmesi ve ndronal NOS ekspresyonu olmayan noéronlarin
NMDA toksisitesine daha dayanikli olmalari da bu goriisii desteklemektedir (26,27).

NMDA'ya bagh hiicre 6liimiiniin tersine AMPA / Kainat reseptorlerinin néron
6limiine neden olabilmesi i¢in uzun siire uyarilmas1 gerekmektedir (28). Bu siirecte
AMPA / Kainat'a bagh Ca*? kanallar1 aracilig1 ile hiicre i¢ine giren Ca*? rol oynayabilir
(9,29). Iskemi sirasinda artan asidite NMDA reseptor asir1 uyarmmini inhibe ederken,
iskemi sonucu olusan depolarizasyon NMDA reseptor aktivasyonunu artirir (17). In-
vivo ve in-vitro iskemi sirasinda NMDA akimlarinin hizla kayboldugu gosterilmistir
(30,31). Ancak NMDA reseptorlerinin inaktif hale gegmeden Once artmis glutamata
maruz kalmalari, enerji yoksunlugu olan bu ortamda, hiicre 6liimiine neden olan olaylar1
baglatmaya yeterli olabilmektedir. Bununla birlikte penumbra (infarkt alani) bolgesinde
NMDA reseptorlerinin uyarilma siiresi daha uzundur. (32,33). Hayvan modellerinde
yapilan deneylerde NMDA reseptor antagonistlerinin ve Ca*? kanal blokerlerinin bu
nedenle iskemik doku miktarimi azaltti§i disiiniilmektedir. Ancak bu maddeler
asiditenin fazla oldugu global iskemi modellerinde daha az etkili olmuslardir (34). Tiim
bunlar penumbra bolgesinde eksitotoksik hasarin Onemini ortaya koymustur. Son
zamanlarda peri-enfarkt bolgelerde ortaya ¢ikan tekrarlayict "spreading depresyonun",
dokular1 sistemli eksitatoksik strese maruz birakabilecegi one siirtilmistiir (33). Cok

kisa siireli glutamata maruz kalmanin hiicre 6liimiine neden olan olaylar1 baglatmasi



nedeni ile reseptdr antagonistleri yerine, reseptor baglanmasini takiben ortaya cikan
olaylar1 bloke eden ajanlarin daha etkili olabilecegi diisiiniilebilir.
4.3 Serbest Radikaller

Molekiillerin ~ ve  atomlarin  yapisindaki  elektronlar  ¢iftler  halinde
bulunmaktadirlar. Bu ¢iftler nukleus g¢evresinde bulunan bosluklarda hareket ederler.
Ciftlesmemis elektron yapilarina serbest radikal denilmektedir. Bu c¢iftlesmemis
elektronlar atomun veya molekiiliin kimyasal reaktivitesini degistirerek onu daha reaktif
hale getirirler (35,36).

Reaktif serbest radikaller, radikal olmayan pek ¢ok molekiil ile reaksiyona
girebilirler. Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ile daha baska radikallerin meydana
gelmesine neden olurlar (37).

Herhangi bir iskemik durumun olmadigi normal sartlar altinda serbest oksijen
radikal (SOR) iiretimi ve yikimi arasinda her zaman bir denge mevcuttur. Fakat iskemik
durumlarda (6dem, damar hasar1) SOR iiretimi artmaktadir. Ornegin serebral iskemide
rol oynayan SOR’lar arasinda siiperoksit (O2), nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit
(H20) ve hidroksil radikali (OH") sayilabilir (39,40).

MSS’deki hiicreler membran lipitleri doymamis yag asitleri ve kolesterolce
zengindir. Bu nedenle serbest radikallere karsi duyarlidir ve beyin radikallere karsi
koruyucu enzimlerden yoksundur. Beyinde demir konsantrasyonu yiiksektir bu da
serbest radikal olusumunu artiran bir 6zelliktir. Serbest radikal olusumu basladiktan
sonra kendiliginden yayilan bir olaylar zinciridir. Bu zincir demir varliginda daha da
siddetini artirmaktadir. Bu olaylarin tiimii bize MSS’nin serbest oksijen radikallerine
kars1 duyarli oldugunu géstermektedir (25).

4.3.1 Nitrik Oksit

NO, L-arginin aminoasidinden NOS enzim kompleksleri tarafindan sentezlenir.
MSS de L-argininin NO yolu gosterilmistir. Sigcan serebellar hiicrelerinin bir glutamat
reseptoriiniin antagonisti olan NMDA tarafindan uyarilmasiyla endotelden tiirevlenen
bir relaksasyon faktorii olarak salinmaktadir (41,43). NO ayrica sinir sisteminin
yayildigr tiim viicut bolgelerinde bir norotransmitter madde olarak islev gormektedir.
Insan ve hayvan beyinlerinin neredeyse biitiin bolgelerinde NO sentezinin oldugu
bilinmektedir. EAA’lerin uyarilmasiyla NOS aktivasyonu olur ve sonugta yiiksek NO

sentezi ile serebral iskemi olugsmaktadir (41,42).
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Sekil 1. Serbest oksijen radikallerin kaynaklar
4.3.2 Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Koruyu Sistemler

Antioksidan maddeler, okside edilebilir bir madde ile karsilastiklar1 zaman, diisiik
konsantrasyonda bile o maddenin oksidasyonunu engelleyen veya geciktiren
maddelerdir. Antioksidanlar, radikal olusumunu engellemek i¢in meydana gelen hasarin
herhangi bir evresinde hiicreyi etkileyebilirler. Antioksidan maddeler, lokal oksijen
konsantrasyonunun diismesini veya oksijenin ortamdan uzaklastirilmasini, katalitik
metal iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasini, O, ve H,O, gibi reaktif oksijen tiirlerini,
non-radikal {riinlere c¢evirerek ortamdan uzaklagtirilmasini, singlet oksijenin
temizlenmesi veya bastirilmasini saglarlar (44).

Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT), sirastyla O, ve H;0;’in toksik
etkisinin giderilmesini saglayan enzimlerdir. Aerobik metabolizma sirasinda toksik
oksijen {rilinlerini ortamdan uzaklastirirlar. Alfa-tokoferol yani E vitamini hiicre
membranina baglanabilen, zincir reaksiyonunun kirilmasinda rol oynayan bir
antioksidan maddedir. Lipid peroksidasyonu basladigi zaman peroksil radikalleri alfa-
tokoferol ile reaksiyona girer ve oksidatif siireci sonlandirir. Melatonin, HO™ temizleyen
ve gilinlimiizde de bilinen en etkili ve gii¢lii bir antioksidandir. Lipofilik 6zelligi
sayesinde kan-beyin bariyeri de dahil bircok kompartmana girerek bu 6zelligini
gosterebilir (46-48).



4.4 Travmatik Beyin Hasar1 ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, gerek ani gerekse gecikmis hiicre 6liimlerinden sorumlu olan bir
olaydir. Beyin dokusunun asir1 miktarda oksijene ihtiyaci vardir ve buna bagli olarak
yiiksek oranda oksijen tiikketmektedir. Bu durum da beyni oksidatif strese karsi duyarli
kilmaktadir. Travmatik beyin hasarindan sonra kan-beyin bariyer bozuklugu olur ve
akabinde 6dem olugsmaktadir. Travmayi takiben olusan SOR, 6demli beyin hiicrelerinde
hiicre i¢i Ca*? artisinin bir sonucudur. Buna ilaveten, hiicre i¢i Ca*? artis1 NOS ve
ksantin oksidaz enzimlerini aktive etmekte ve boylelikle de serbest radikal liretimi ve
NO artmaktadir. Oksijen radikallerinin NO ile birlesmesi toksik bir iirlin olan
peroksinitritin olusmasina sebep olur. Asir1 Ca*? birikmesi nérotoksisite ile sonuglanan
birgok stoplazma ve niikleer olayin baglamasina katki saglar. Ca*®un hiicre icerisindeki
yeri ve akis1 bu olayda son derece kritik bir rol oynamaktadir. Hiicre i¢ine Ca*? genis bir
enzim serisini aktive eder ve noronlarin hasarlanmasina yol agar. Bu enzimler serisinde
protein kinaz C, fosfolipazlar, proteazlar ve NOS vardir. Travma, beyinde glutamatin
hiicre dis1 konsantrasyonunda da artisa neden olmaktadir. Glutamat hasar gérmiis néron
ve astrositlerden hiicre dis1t siviya bosalmaktadir. Hiicresel enerji depolarinin
seviyesinin diismesi ve membran proteinlerindeki oksidatif hasar osmotik hiicre
Oliimlerine neden olur. Travmatik beyin hasarindan sonra hiicre dis1 glutamat
seviyesinin arttigi gosterilmistir. Artan bu yiiksek glutamat seviyesinin, travmatik beyin
hasarindan sonra sekonder iskemik beyin hasarina ve intrakraniyal basincin artmasina
sebep oldugu disiiniilmektedir. Oksidatif stres sirasinda meydana gelen serbest
radikaller O,” ve NO dur (38-40).
4.5 Yangi ve Travmatik Beyin Hasar1

Diger organlarda oldugu gibi beyinde de iskemi ve reperfiizyon, ilk doku hasari
diizeylerini kotiilestirebilen bir enflamatuar yanita yol agmaktadir. intraseliiler adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1) enfarktiis merkezinde ve enfarktiis cevresindeki damarlar
tarafindan tiretilmektedir (49). ICAM-1 mRNA’s1 ve endotel 16kosit adezyon molekiilii-
1 (ELAM-1) ve selektin iskemiden sirasiyla 3 ve 6 saat sonra indiiklenmektedir ve 6 ila
12. saatte pik diizeyine ulagsmaktadir (50). ICAM-1 proteini esas olarak enfarktiis
merkezinde endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir (51) ve iskemik dokuya nétrofil
invazyonunda gorev almaktadir. Sitokin tarafindan indiiklenen nétrofil kemo-atraktant

protein de esasen enfarktiis i¢inde ve kenarlarinda indiiklenmektedir (52). CD11 pozitif



notrofiller enfarktiis alaninda bir giin icinde ortaya ¢ikmaktadir ve 3 giin i¢inde sayilar
artmaktadir (53). Enflamatuar hiicrelerde azalmanin veya adezyon molekilleri
inhibisyonunun deneysel inme modellerinde hasar1 azalttigin1 gosteren pek ¢ok calisma,
adezyon molekiilleri ve enflamatuar hiicrelerin fokal iskemik beyin hasarinda rol
oynadigina isaret etmektedir (50, 57).
4.6 Apoptoz / Nekroz ve Travmatik Beyin Hasari

Apoptoz, bir dizi farkli morfolojik ve biyokimyasal degisimlerle karakterize
edilen ve farkli hiicrelerde ortak bir yiirlitme mekanizmasiin bulunduguna isaret eden
bir hiicre olimii formudur. Klasik olarak, apoptotik hiicrelerin fark edilmesi ve
fagositozuyla sonuglanan ¢ekirdek kromatinin yogunlagsmasi ve parcalarma ayrilmasi,
sitoplazmik organellerin kompak bir hale gelmesi, hiicre hacminde azalma ve plazma
membraninda degisiklikler gdzlenmektedir. Cekirdek degisimleri siklikla DNA’nin
niikleozomlar arasindan kesilmesiyle iliskilendirilmektedir ve geleneksel agaroz jel
elektroforezinde DNA’nin merdiven seklini almasi olarak taninmaktadir. DNA’nin
niikkleozom yapilar1 arasindan kesilmesi, apoptotik siiregte gorece ge¢ gerceklesen bir
olaydir ve bazi noronal hiicre 6liimii modellerinde erken kritik adimlardan farklilik
gosterebilir. Gergekten de apoptoz, ¢ekirdegi bulunan hiicrelerle sinirlt degildir. Ancak
yine de, DNA’nin pargalarina ayrilmasinin fark edilmesi basit bir islemdir ve siklikla bir
hiicrenin apoptoz nedeniyle oOliip Olmedigini saptamak i¢in bir kriter olarak
kullanilmaktadir (58, 59).
4.7 Memantin

Memantin (1-amino-3,5-dimetil-adamantane), Amerika ve Avrupada orta siddetli
Alzhemier hastaliginin tedavisinde kabul gérmiis bir NMDA reseptor antagonistidir
(60-62). NMDA reseptorleri, daha az yaygin olan AMPA reseptorleri ve ¢ogunlukla
Ca™® dan olusan katyonlarin girisine izin veren kainat reseptdrleriyle beraber sinir
sisteminde temel glutamat kapili iyon kanallaridir (63). NMDA-tip glutamat
reseptorleri, bu reseptorlerin asir1 aktivasyonu olan ekzitotoksisiteye sahip bir¢ok kronik
ve akut norolojik hastalikta son derece dnemlidir ve hiicresel hasarin ilerlemesinin bir

faktorudir.
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Sekil 2. Memantinin kimyasal yapisi

Onceki girisimlerde, birgok NMDA antagonisti istenmeyen yan etkileri sebebiyle
klinik c¢alismalarda basarisiz olmustur. NMDA antagonistlerinin yan etkileri 6zellikle
NMDA nin fonksiyonel gorevlere sahip oldugu fizyolojinin otonom kontrolleri {izerine
istenmeyen etkileri nedeniyledir. NMDA antagonistlerinin glutamat reseptorlerinin
fizyolojik ve patofizyolojik aktivasyonu arasinda ayrim gosterememesi, memantinin
yeni bir antagonist olarak kesfedilmesine kadar NMDA antagonistleri kavraminin
gozard1 edilmesine neden olmustur. Reseptor kanalini voltaja bagl olarak bloklamast,
orta derecede afinitesi ve hizli acilig/kapanis kinetikleri gibi 6zellikler memantinin diger
NMDA antagonistlerinden ayrilmasini saglayan ve istenmeyen yan etkilerini azaltan
ozellikleridir (60, 62, 64).
4.8 Melatonin

Melatonin ilk olarak 1958 yilinda Aeron Lerner tarafindan sigir epifiz bezinden
izole edilen ve N-asetil-5-metoksitriptamin olarak adlandirilan bir molekiildiir (65).
Basit bir ac¢idan bakildiginda melatonin epifiz bezinden salgilanan ve etkilerini kan
yoluyla viicuda dagitan bir hormondur. Geceleri yiiksek-plazma diizeyleri, giindiizleri
ise diisik plazma diizeyine sahip olan melatonin hormonu karalik sinyal molekiilii
olarak tanimlanmaktadir (65,66). Melatoninin ritmik {iretimi karanlik ve aydinlik ortam
kosullarina bagli olarak melatoninin plazma konsantrasyonlar1 giiniin zaman1 hakkinda
bilgi verebilir. Pineal bezden salgilanan melatoninin bu benzersiz 24 saatlik dongiisii
miitkemmler bir sirkadyen ritm 6rnegidir. Dahast melatoninin gesitli dokulara taginmast,

melatoninin diger dokularda da sirkadyen sinyal ritme katilmas1 mantikli bir diistincedir.
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Gilinlin zaman1 hakkinda bilgi vermesinin yaninda, plazma melatonin konsantrasyonlari
da yilin zaman1 hakkinda bazi dokular tarafindan kislar1 geceler uzun ve yazlari kisa
olacagi seklinde yorumlanabilir (67).

Melatonin hakkindaki calismalarin ¢ogu memeli tiirlerinde yapilmis olmasina
ragmen bir¢ok hayvan tiiriinde melatonin varligi gosterilmistir (68). Ayrica melatoninin
bitkiler tarafindan {irtilen ve bitkilerin koklerinde, yapraklarinda, tohumlarinda
bulunduguda gosterilmistir (69). Melatoninin bitkiler ve tek hiicreli organizmalarda
bulunmasina ragmen, bu organizmalardaki melatonin iiretiminin karanlik ve aydinlik
sinyallerden bagimsiz oldugu goriilmektedir (70).

Pineal bezden melatonin sirkadyen {iretimi, hipotalamusun suprakiazmatik
nukleus (SCN) tarafindan diizenleir. SCN, uyku-uyaniklik, sicaklik, yeme-igme gibi
sirkadyen dongiileri diizenleyen viicudun endojen biyolojik saat merkezidir. Dis
ortamdaki 151k hakkindaki bilgi retinadaki retina gangliyon hiicrelerinde bulunan
Ozellesmis yapidaki melanopsin reseptorii araciligiyla SCN tarafindan alinir. Karanlik-
aydinlik hakkindaki bilgi SCN tarafindan yorumlandiktan sonra melatoninin sentez
komutu superior servikal gangliyon tarafindan epifiz bezine gonderilir (65, 70, 71).
Pineal bezin aktivitesini kontrol etmek amaciyla kullanilan birincil ndrotransmitter
madde norepinefrindir. Sinir terminallerinden salinan norepinefrin pinel bezdeki
melatonin tretiminden sorumlu tip 1l pinealosit hiicrelerindeki B-adrenerjik reseptorlere
baglanarak, melatonin iiretimi i¢in gerekli olan enizmlerin ekspresyonuna neden olur.
Melatonin (N-asetil-5-metoksitrptamine) L-triptofandan iiretilen ve bir nérotransmitter
olan serotonin (5-hidroksitriptamine) tarafindan sentezlenir. Triptofan triptofan
hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksi-L-triptofana doniistiirlir ve daha sonra 5-hidroksi-L-
triptofan aromatik L-amino asit dekarboksilaz enzimi ile seratonine donistiirliir.
Seratonin sentezlendikten sonra melatonin iki adimli yolaktan olusur. ilk olarak
seratonin arilakilamine N-asetiltransferaz ile N-asetilserotonine asetile edilir. Bu adim
serotoninden melatonin sentezinde sinirlayict adim oranidir. Daha sonra, son olarak N-
asetilserotonin melatonin iiretmek igin hidroksiindol O-metil transferaz enzimi ile
metile edilir (66, 72). Melatonin sirkiilasyonu oncelikle karaciger tarafindan katalize
edilir. Melatonin ilk olarak karacigerde 6-hidroksimelatonine hidroksile edilir ve

birincil sulfat eslenigi olarak atilir (65, 70).
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Melatonin genel olarak pineal bezin Oncelikli iiriinii olarak kabul edilir fakat
melatonin {iretilen tek yer pineal bez degildir. Melatonin otokrin ve parakrin
fonksiyonlart uygulamak ig¢in viicudun baz1 bolgelerinden de sentezlenebilir.
Gastrointestinal sistem (GI) (73), deri (74), kemik iligi (75), retina (76), lenfositler ve
trombositler (77) memelilerde pineal bez disinda melatonin iireten viicut boliimleridir.
Ancak bu sistemlerden iiretilen melatonin plazma melatonin seviyesine onemli bir
katkis1 yoktur (73).

Melatonin sirkiile olan bir hormon olmasia ragmen beyin-omurilik sivindaki
(BOS) konsantrasyonu 6zellikle gece boyunca melatoninin plazma seviyesinden biraz
daha yiiksektir. Koyunlarda, melatonin pineal bezden pineal girinti araciligiyla tiglincii
ventrikiile geger ve dolayisiyla BOS igine geger. insan ve koyunlarda pineal bez ve
pineal girinti ¢evresindeki yapilar birbirlerine ¢ok benzedigi icin BOS melatonin
konstranyonu ile plazma melatonin konstransyonu karsilastirildiginda insanlarda daha
yiiksek oldugu kabul edilebilir (78, 79).

Melatonin karanlik sinyal molekiilii ve viicut i¢in gilinliik ve mevsimlik ritimlerin
genel bir eszamanlayicist olmasmin yani sira ¢esitli fonksiyonlarinin oldugu
bildirilmistir. Bunlar arasinda en 6nemli olani melatoninin bir antioksidan molekiil
olmasidir (80, 81). Ayrica melatoninin onkostatik (82) ve immunomodiilator (83)

ozelliklerinin oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3. Serotonin araciligiyla triptofandan melatonin sentezi. Triptofan, triptofan
hidroksilaz ve aromatik amino asit dekarboksilaz enzimleri araciligyla
serotonine doniistir, serotoninde N-asetil transferaz ve 5-hidroksiindol O-
metiltransferaz enzimleri araciligyla melatonine doniisiir.

4.8.1 Antioksidatif Ajan Olarak Melatonin

Melatoninin bir sinyal molekiilii olmasinin yaninda, reaktif oksijen tiirlerinin

(ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) tehlikeli etkilerini nétralize eden 6nemli bir

ajandir. Melatonin, antioksidatif kapasiteyi dolayli serbest radikal temizleme yoluyla

Ol¢menin dogal bir referans molekiilii sayillan E vitamininden ¢ok daha giicliidiir.

Melatoninin bu yiiksek antioksidan kapasitesi ROT ve RNT ile olan reaksiyonundan ve

bazi antioksidan kapasitesine sahip dogal metabolitlerden meydana gelmektedir. Ayrica,

melatonin diger antioksidan ajanlar gibi direk serbest radikal giderici bir ajan degildir.

Antioksidan enzimlerin ekspresyonunu indiikleyen ve pro-oksidatif enzimleri inhibe

eden bir molekiildiir. Melatoninin hiicrede serbest radikal giderici enzimlerin,

mitokondriyal ve SOD, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz enzimlerinin
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diizeylerini artirdig1r gosterilmistir. Ek olarak melatonin hiicre dliimiinde rol oynayan
indiiklenebilir NOS ve 5- ve 12-lipoksijenaz diizeylerini diisiirmektedir (80, 84, 85).

Melatonin, OH, karbon trioksit (CO37), O27, NO, nitrojen dioksit (NO;) ve
peroksinitrit (ONOQO") molekiillerini direk olarak giderebilir. ROT / RNT reaksiyonlari
ve bazi enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar ile melatonin siklik 3-
hidroksimelatonin ~ ve  kinuraminin  tirevleri  olan  N'-asetil-N*formil-5-
metoksikinuramin ~ (AFMK)  ve  N'-asetil-5-metoksikinuramin’e (AMK)
dontstiiriilebilir. AFMK ve AMK’nin antioksidan molekiiller oldugu gosterilmistir.
Ayrica, melatonin ve metaboliti AMK de mitokondride ilk olarak serbest radikallerin
olusmasini Onleyen ve adenozin trifosfat (ATP) iiretiminin etkinligini arttiran tek-
elektron transferi reaksiyonlarinda bir elektron alicist olarak gorev yapmaktadir. (70, 80,
84,85).

Melatonin N'-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramine

CH,0 ‘ CH,CH,NHCOCH, CH,0 COCH,CH,NHCOCH,
. PIROL HALKASI KESILMESI
NH-CHO
H

RADIKAL REAKSIYONU

RADIKAL REAKSIYONU

RADIKAL REAKSIYONU

Siklik 3-hidroksimelatonin
HO

N1-asetil-5-metoksikinuramine

CH;0 -@i COCH,CH,NHCOCH;
NH,

H  COCH, 2

CH,0

Sekil 4. Antioksidan olarak meltonin metabolitleri. Siklik 3-hidroksi-melatonin, AFMK
ve AMK olmak iizere melatonin 3 adet metaboliti bulunmaktadir.

4.8.2 Melatoninin Hidrojen Peroksit ile Tliskisi

H20, hiicrelerde katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler ile toksik olmayan
tirlinlere dondstiiriiliir. Glutatyon peroksidaz aktvitesi melatonin ile uyarilmaktadir (86).
Bu nedenle, melatonin intraseliiler H,O, seviyesini azaltmaktadir. Indirgenmis glutatyon
oksitlenerek okside glutatyona, bu da diger bir antioksidan enzim olan glutatyon
rediiktaz ile tekrar indirgenmis glutatyona doniisiir. Glutatyon rediiktaz aktivitesi de
melatonin ile uyarilmaktadir. Glutatyon rediiktaz aktivitesinde bir ko-faktdr goérevi

yapan NADPH, glukoz-6-fosfat (G-6PD) dehidrogenaz ile olusturulur. G-6PD aktivitesi
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de melatonin ile uyarilmaktadir. Bu ii¢ enzim direk veya indirek etkileri ile H,O;’in
toksik olmayan metabolitlere cevrilmesinde rol oynarlar. Son yapilan c¢aligmalar
melatoninin H,0,’in uzaklastirilmasinda az da olsa etkisi olan katalaz aktivitesini
uyardigina isaret etmektedir (87-90).
4.8.3 Melatoninin Hidroksil Radikali ile Tliskisi

Tan ve arkadaglar1 glutatyon ve mannitoliin OH™ radikalini giderme o6zellikleri ile
karsilastirildiginda, melatoninin diger ikisinden ¢ok daha iyi oldugunu belirlemislerdir
(86). Indol niikleusunun yan zincirindeki metoksi ve yan zincirindeki asetil, OH™
radikalinin giderilmesinde rol oynarlar. OH™ radikalinin giderilmesinde melatoninin
elektron vererek etkisini gosterdigine inanilmaktadir. Bunun sonunda da melatonin
indolil (melatonil) katyon radikaline doniisiir. Indolil katyon radikali ise siiperoksitin
giderilmesinde rol oynar (89-91).
4.8.4 Melatoninin Singlet Oksijen ile Tliskisi

Melatoninin 'O, giderdigini gdsteren calismalar vardir. Melatoninin 'O, in
norotoksik etkisini tersine g¢evirdigi gosterilmistir. Melatonin, direk olarak singlet
oksijeni notralize etmektedir (89,90,92).
4.8.5 Melatoninin Peroksil Radikali ile Tliskisi

LOO' lipit peroksidasyonun baglamasinda rol oynadigindan oldukca toksiktir.
Melatoninin peroksil radikalini giderdigi disiiniilmektedir. Melatoninin bu etkisi
vitamin E, Vitamin C, GSH ve mannitoliinkinden daha giicliidiir. Melatonin lipit
peroksidasyon iizerine olan engelleyici etkisi, peroksil radikalinin giderilmesi ile
birliktedir (89, 90, 93).
4.8.6 Melatonin Nitrik Oksit ve Peroksi Nitrit ile Tliskisi

NO' tek bagina agir1 bir toksisiteye sahip degildir, fakat Oy ile birlestiginde
makromolekiiller i¢in zararli olan ONOQO™ ‘a doniismektedir. Bu nedenle, nitrik oksit
sentaz enzimi pro-oksidatif bir enzimdir. Fizyolojik dozdaki melatoninin serebellar ve
hipotalamik NOS aktivitesini 6nledigi gosterilmistir (89, 94). Bu etkisini L-arginin ile
aktive olan cGMP olusumunu azaltarak yapmaktadir (95). Melatonin direkt antioksidan
etkisi sirasinda nonenzimatik olarak parcalanir ve toksik etkisi yok denecek kadar az
olan indolil katyon radikaline doniisiir. Bu da stiperoksit radikalini yakalayarak hizla

okside olur ve N-asetil-N-formil-5-metoksikinuramine gevrilir (89, 96).
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Sekil 5. Melatoninin serbest radikallerin giderilmesinde rolii. LOO': Peroksil radikali,
N-A-N-F-5-M: N-asetil-N-formil-5-metoksikinuramine, G-6PD: Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz, GPx: Glutatyon peroksidaz GRd: Glutatyon rediiktaz.
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4.8.7 Melatonin Reseptorleri ve Etkilesimde Oldugu Proteinler

Melatoninin Mel;a, Mely, ve Mely; olmak flizere ii¢ tip reseptorii bulunmaktadir.
Melia reseptor geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda kodlanmustir.
Sirkadyen ve reprodiiktif etkilerinin bu reseptdr aracilifiyla oldugu disiiniilmektedir.
Mely, beyin ve retinada eksprese olur ve bu iki bolgede dopaminerjik fonksiyonlar ile
iligkisinin bulundugu disiiniilmektedir. Melj; ise insanlarda bulunmamaktadir. Mel;a,
ve Mely, giiniimiizde MT; ve MT, olarak bilinmektedir. MT;, melatonin reseptorii
calismalarinda kullanilan radiolabel 2-'?°l-melatonine karsi MT;’ye kiyasla pikomol
bolgesinde biraz daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ancak her iki reseptdr de 25-160 pM
arasinda degisen Kp degerleriyle birlikte benzer bir farmakolojik profil sergilemektedir
(97,99).

Onceleri MT; olarak bilinen ve kinon rediiktaz 2 enzimi olarak adlandirilan bir
baska reseptor daha bulunmaktadir (98,99). Dahasi melatoninin kiigiik ve lipofilik
yapisi onu kolayca hiicre membranindan ve kan-beyin bariyeri gibi biyolojik
membranlardan kolayca gegirebilir.

Bu nedenle, retinoid ile iliskili orfan niikleer hormone reseptorii RZR/RORa siiper
ailesinin dogal bir ligandidir. Bu aile lyeleri arasinda RORal ve RORo2 immiin
hiicrelerinde fonksiyonel intraseliiler melatonin reseptorleri olabilir, oysa RZRB merkezi
sinir sistemindeki (MSS) reseptor olabilir (68, 98, 99).

Ayrica melatoninin kalretikiilin, lasmodulin ve tubulin gibi hiicre i¢i proteinlerle
etkilesimde oldugu gosterilmistir (61, 68, 99). GPR50’nin insan MT; ve MT;
reseptorleriyle %45 homolojiye sahip bir orfan G-protein baglantili bir reseptor oldugu
ancak MT; ve MT; ile etkilesime girdigi gosterilmesine karsin GRP50°nin melatonine
baglanmadigi unutulmamalidir (100).

MT; ve MT, melatonin reseptorleri, SCN, pars tuberalis, hipokampus, serebellum
ve MSS’de ki ¢esitli bolgelerde, ventrikiil duvarlari, koroner arterler, serebral arterler,
aort, ve kardiyovaskiiler sistemdeki diger arterler, prostat, gégiis, yumurtalik hiicreleri,
safra kesesi, duodenum, deri, ¢esitli bagisilik hiicreleri, adiposit ve diger bir ¢cok doku
ve hiicre tipinde cesitli fizyolojik etkiler gdstermek {izere buralarda eksprese

edilmektedir (98, 99).
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4.9 Deneysel Kafa Travma Modelleri

Travmatik beyin hasarinda hayvan modellerinin amaci patofizyolojik incelemeler
veya tedavi secencklerinin tekrarlabilir bir sekilde yapilmasini saglamaktir (101).
Yapilacak arastirma hipotezindeki beklentilere bagli olarak model segimi yapilmaktadir.
Gegmis yillardaki aragtirmalarda kullanilan travma modelleri, beyin hasarinin
biyomekanik incelenmesinde yeterli olurken, giiniimiizde kullanilan modeller molekiiler
diizeyde incelemelere imkan verecek sekilde dizayn edilmektedir (102,103). Segilen
modelin yapilacak ¢alismaya gore; a) hasar1 indiiklemek i¢in kullanilan mekanik kuvvet
kontrollii, tekrarlanabilir ve Olgiilebilir olmasma; b) yapilan hasarin insanda
gozlemlenen travmatik hasara benzerlik gostermesine; c) hasar sonucu fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal veya davranigsal parametrelerin hasara neden olan mekanik
kuvvet ile orantili olmasma ve d) uygulanan mekanik kuvvetin olusturabilecegi
patofizyolojik bozukluklarin tahmin edilebilir olmasina dikkat edilmektedir (104).

Deneysel travmatik beyin hasart modellerinde farkli siniflandirmalar yapilmaistir.
Buna oOnciiliikk eden c¢aligmada ivmeli sarsintt ve perkiisyon sarsintis1 olmak iizere
deneysel beyin hasarini iki biiylik grupta toplanmistir (105). Daha sonra yapilan
siiflandirmalarda bu ¢alisma temel olarak alinmistir (106).

Kafa travma modelleri genel hatlariyla mekanik kuvvetin siddetine, siiresine,
hizina ve ivmelenmesine bagli olarak statik ve dinamik olmak iizere iki gruba ayrilir.
Statik modeller morfolojik ve fonksiyonel siire¢lere odaklanir ve kuvvetin siddeti ve
stiresi 6nemlidir. Kraniyal sinirin pens ile ezilmesi MSS hasar modeli olarak 6rnek
verilebilir. Mekanik kuvvette siddet, siire, hiz ve ivmenin hepsi birden bir arada oldugu
grup ise dinamik modellerdir. Dinamik modeller de indirek ve direk olmak iizere ikiye
ayrilir. Dinamik direk modellerde yine kendi iginde ikiye ayrilarak vuruslu ve vurussuz
olarak ikiye ayrilmaktadir.

Kafa hareketliligi baz alinarak yapilan model siniflandirmasinda literatiirde en ¢ok
kullanilan modeller arasinda agirlik diisiirme, s1v1 darbeli hasar, korteks kontrollii vurus
sayilabilir. S1vi darbeli model genellikle patoloji, fizyoloji ve farmakoloji ¢alismalar
icin uygundur. Calisilan tiir agisindan sigcan, fare, kedi, tavsan gibi genis bir denek
alanma sahiptir. Stvi darbeli model direk olarak dura {izerine bir basing uygulayarak
hasar meydana getirmektedir. Agirlik diisiirme modelleri de en yaygin kullanilan

modellerden biridir. Diizenege sabitlenen hayvanin ya direk kafatasina ya da vurus
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yapilacak kisimdaki kafatas1 kemigindeki kisim kaldirilarak direk beyin {izerine belirli
bir yiikselikten agirlik diisiiriilerek yapilmaktadir. Histopatolojik olarak noronlarda,
aksonlarda, dendritlerde ve mikrodolasimda yaygin bir hasar goriilmektedir. Ayrica bu
modelde siddetli yaygin diffiiz aksonal hasar, ddem gibi beyine ciddi hasar veren
patofizyolojik siirecler c¢alisilabilmektedir. Agirlik diisiirme modelleri 6zellikle
siganlarda, kopeklerde ve domuzlara uygulanmaktadir (107).

Travmatik beyin hasarmin patofizyolojisi ele alindiginda NMDA reseptoriiniin
eksitotoksisitesi ve serbest radikal iiretimi sonrasinda olusan hiicre 6liim siireclerinin
olusan hasarin olusumunda baslica rol oynadiklari goriilmektedir. Bu nedenle bu
calismada biri antioksidatif (melatonin) digeri NMDA reseptor antagonisti (memantin)
olan ve insanlarda bilinen yan etkileri bulunmayan bu iki ajanin travmatik beyin hasari

izerine koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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5. GEREC ve YONTEMLER
Deneylerde 200-250 gram agirhigindaki Sprague-Dawley erkek siganlar kullanildi.
Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden saglanan
hayvanlar, kontrollii sicaklik (21+ 1°C) ve 1sik (12 saat aydinlik / 12 saat karanlik)
ortaminda tutuldu. Siganlar standart pelet yem ve musluk suyu ile kisitlamasiz beslendi.
Tablo 1. Calismada kullanilan hayvan gruplart ve ilag dozlari: Caligmada dort grup
sican kullanildi (n=9). Calismada tedavi amagli uygulanan memantin,

melatonin dozlar1 daha 6nce yapilan ¢alismalar dikkate alinarak belirlendi.

Gruplar Doz Ilag uygulamas:
% 5 Etanol iceren 150 pl i.p. travma
Kontrol ) )
izotonik tuzlu su sonrasi tek uygulama
_ I.p. travma
Memantin 20 mg/kg
sonrasi tek uygulama
) i.p. travma
Melatonin 4 mg/kg
sonrasi tek uygulama
I.p. travma
) ) 20 mg/kg
Memantin/melatonin sonrasi tek uygulama
kombinasyonu i.p. travma
4 mg/kg

sonrasi tek uygulama

5.2 Ila¢ Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu
Tedavi gruplarma: Memantin, melatonin ve melatonin/memantin ilag kombinasyonu
enjekte edildi. 50 mg memantin (Sigma 9292) 5 ml serum fizyolojik icerisinde
coziilerek 20 mg/kg dozunda hayvan basina 500 pl intraperitonal olarak enjekte edildi.
10 mg Melatonin (Sigma 5250) 250 ul etanol + 4,75 ml serum fizyolojik i¢inde
coziilerek 4 mg/kg hedef dozunda hayvan basina 500 pl intraperitonal olarak enjekte
edildi. Kontrol grubuna 500 ul serum fizyolojik memantin ve %5 ETOH tasiyan 500 pl
serum fizyolojik melatonin eriticisi olarak intraperitonal yolla verildi.
5.1 Deneysel Travmatik Beyin Hasar1 Modeli

Calismada Feeney ve arkadaglarimin 1981 yilinda gelistirdigi kiint kafa travma
modeli modifiye edilerek kullanildi (108). Sprague-Dawley cinsi erkek ratlar herbiri

dokuz hayvan igeren dort gruba ayrildi. Siganlarin anesteziye alinmasi amaciyla rompun
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(10 mg/kg) ve ketasol (100 mg/kg) anestezisi kullanildi. Anestezi altina alinan siganlar
stereotaksik cihaza yerlestirilmelerini takiben bregma noktasi referans alinarak yaklasik
1 cm sagital diizlemde bir kesi sonrasi kafatasi kemigi ortaya g¢ikraldi. Dis¢i turu
kullanilarak sag 2,5 mm lateral ve 2,5 mm posteriyor noktas1 merkez kabul edilerek 6
mm kemik parcasi dairesel olarak eksine edildi ve beyin travmasi igin hazirlandi.
Kafatasina agilan bu kisma yine ayni ¢apta metal pul yerlestirilmesini takiben 10 gr’lik
agirlik 50 cm ylikseklikten i¢ ¢apt 8 mm olan cam borudan serbest diisme ile beyin
lizerine yerlestirilen pul hedef alinarak birakildi. Vuruslarin ardindan 5 dakika sonra ilag
enjeksiyonlar1 yapildi. Bu islem sonrasi deri dikilerek kapatildi ve anesteziden ¢ikincaya

kadar homeotermik battaniye iizerinde bekletilerek kafeslerine geri konuldu (Sekil 6).

10 gr’lik agirlik Cam Tiip
Tur Aleti
Stereotaksik .
Cihaz # Isitict Battaniye

Sekil 6. Travmatik beyin hasar1 deney modeli (A), travma sonrasi beyin dokusu (B)
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5.3.1 Cresyl Violet Boyamasi

Cresyl violet beyindeki noronlarin boyanmasinda, nodronlar ve hiicre
cekirdeklerindeki nissl taneciklerini gostermek i¢in kullanildi. Bregma seviyesinden
almman 18 pm kalinligindaki kesitler asagida belirtilen protokol g¢ercevesinde histolojik
boyama prosediirleri kullanilarak cresyl violet boyamasi yapildi. Boyanan Kesitlerden
Image J programi (National Institute of Health, Bethesda) kullanilarak hasar alani
belirlendi.
5.3.1.1 Cresyl Violet Uygulamasi

Alman koronal kesitler 30 dakika siireyle 37 °C de kurutmaya alindi, salelere
yerlestirilen slaylatlar 7 dakika PFA ile muamele edilip dH,O ile yikanip saleler
degistirildi. Calkalayici kullanilarak 5 dakika PBS ile yikanip tekrar dH,O ile yikandi.
Slaytlar 2 dakika masa iizerinde, 13 dakika calkalayici tizerinde Cresyl Violete maruz
birakildi. Slaytlar 6nceden hazirlanan ve sirasiyla %70, %90, %95, %100 (20-25 sn)
alkol ile muamele edildip, 2 tane Xylene salesi hazirlanarak 1. Salede 2-3 dakika, 2.
salede ise 1-2 dakika bekletildi ve son olarak tizerlerine cam pastor pipet ile mounting
medium damlatilarak kurutmaya birakildi.
5.3.2 TUNEL Boyamasi

TUNEL DNA fregmantasyonunu gostermede kullamilan yaygin bir metottur.
Apoptozun son evresindeki hiicreleri tanimlamak i¢in kullanildi. Calismamizda beynin

korpus kallozum bdlgesinde belirledigimiz alanlardan TUNEL + hiicre sayimi1 yapildu.
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Sekil 7. Bregma seviyesinden alinan kesit bolgesi. Cresyl ve TUNEL boyamalarinin
yapildigi beyin kesiti. (4. Seviye)

5.3.2.1 TUNEL Uygulamasi

-80 °C’den alman slaylar oda sicakhiginda 30 dakika kurutuldu, slaylat salelere
alinip PFA igerisinde 10 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda, 10 dakika +4°C de
bekletildi. Slaylatlar yeni sale ve sale yatagina alinip 3 x 5 dakika ¢alkalayicida 80 RPM
de PBS ile yikandi, yeni bir saleye P1 (Permeabilization Solution) konulup slayt yatag
degistirildi, tekrar yeni bir saleye P2 (Citrate Buffer) hazirlanip, slaytlar P1 salesinden
almip P2 salesine konuldu. Bir dakika boyunca 750 W da mikrodalgada P2
solusyonunda kaynatilip, tizerine 80 ml dH,O eklendi. Slayltlar hizli bir sekilde PBS
salesine batirilip ¢ikartildi ve fazla su slaylat iizerinde atilarak daha 6nceden hazirlanan
nemli ortama (Humidified Chamber) dizildi. Beyin dokusunun etrafi maddenin disariya
akmamasi igin hidrofobik yapidaki PAP-PEN ile ¢izildi. Ornek basma yaklagik 50ul
Buffer A (%2 BSA, %1 Gelatin, %10 NGS, %0,03 PBS-T) eklenerek calkalayici
tizerinde 80 RPM de 30 dakika inkiibe edildi. Nemli ortamdan alinan slaylat sale
yatagina dizilip 10 dakika 80 RPM de PBS ile calkalanarak Roche In Situ Cell
Detecetion Kit igerisinde hazir halde bulunan enzim 1: 50 ul + buffer 2: 550 ul karisimi
buz igerisinde karanlikta bekletildi ve 6rnek basina yaklagik 30ul 1+2 eklenip tizerleri
parafilm ile kapatildi. Nemli ortamda 70 dakika 37 °C de etiivde inkiibe edildi. Daha
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sonra yeni bir saleye PBS konularak 3 x 5 dakika yikama yapildi. DAPI ile ¢ekirdek
boyamasi yapilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilip 5 dakika PBS ile yikama
yapildi. Saleden ¢ikarilan slaytlar pecete ile kurulanip, iizerlerine Mounting Medium
eklendi. Slaytlar uzun cover slip ile kapatilarak aluminyum folyo ile ¢evrili olan slayt
kutularma kaldirildi ve son olarak yaklasik 45 dakika sonra cover slip etrafi ojeyle
cevrilip, bir gece oda sicakaliginda kurutuldu. Sekil 7°de belirtilen bolgelerde hasar
cevresi dikkate alinarak apoptotik hiicre sayilar1 degerlendirildi.
5.4 Davrams Testi

Hayvanlara operasyon oncesi ve sonrasi agik-alan davranis testi uygulandi.
5.4.1 Agik-Alan Testi

Bu test hayvanlardaki spontan hareket aktivitesini ve arasgtirma hareketlerini
6lgmek icin kullanildi. Agik-alan testi ¢apt 150 cm, yiikseligi 35 cm olan kenarlar1 ve
duvarlar1 poliproplenden, tabani beyaz plastikten yapilan yuvarlak bir diizenekte
yapildi. Taban alan1 kenar ve merkez olmak tizere iki farkli bolgeye ayrildi. Testin
baglangici esnasinda hayvanlar alanin kenar kismina birakildi ve hareketleri Ethovision
3 programi (Noldus Information Technology Wageningen) ile 10 dakika siireyle
kamerayla izlendi. Ham data Wintrack 2.4 programina aktarildi. Operasyon Oncesi ve
operasyon sonrasi veriler birbiri ile karsilastirilarak kenar ve merkezde harcadig siire,

harektli ve hareketsiz kaldig: siire ve toplam katedilen mesafe dl¢iildii.

Merkez Kenar

Sekil 8. A¢ik-Alan testi
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5.5. Istatistik

Verilerin istatiksel analizi i¢gin SPSS programi kullanildi (SPSS Inc., IL). Gruplar
aras1 farkliliklar tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanilarak hesaplandi.
Biitiin degerler ortalama + standart hata seklinde analiz edildi. P<0.05 istatistik olarak
anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1 Hasar Hacmi ve Alam

Kontrol grubu ve tedavi gruplarinda hasar alan1 ve hasar hacmi travmatik beyin
hasarindan 24 saat sonra Slgiildii. Kontrol grubu hasar hacmi 26+3.52 mm® olarak
olgiildi ve ozellikle Memantin/melatonin kombinasyon grubunda hasar hacminde

3

%350’ye yakin bir azalma goézlemlendi. Memantin grubunda 21+4 mm®, melatonin

grubunda 19+4 mm® ve 13+2 mm®

memantin/melatonin kombinasyon grubu olarak
o6l¢iildii. Memantin/melatonin kombinasyonu ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak
(p<0.05) anlamli farkliliklar goézlemlendi. Fakat tedavi gruplarmin kendisi igerisinde
anlaml bir farklilik goriilmedi (Sekil 9,10). Hasar alaninda ise total beyinden alinan ve
her biri 0.5 mm’lik 7 farkli seviyenin birbirleri arasinda hasar alani incelemesi yapildi.

Ozellikle melatonin ve memantin/melatonin grubunda 4. ve 5. seviyede kontrole gore
anlaml farkliliklar goriildii (Sekil 11).

infarkt Hacmi
40 1
30 T
“E 20 | I
10
0

Keontrol Melatonin Memantine Meletonin/
Memantine

Sekil 9. Koronal kesitlerden hesaplanan hasar hacmi. Yapilan cresyl violet boyamasi
sonucu tedavi gruplarinda, tedavi gruplarinin kontrole gore hasar degisimi.

Melatonin/Memantin kombinasyon grubu 13+2 mm?® (*p<0.05)
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Melatonin Memantine/Melatonin

Sekil 10. Koronal kesitlerde cresyl violet boyamasi

infarkt Alani
—{— Kontrol
6.0 1 =—L}— welatonin
+ Memantine
4.5 T —— Melatonin/
~ Memantine
E 301
1.5 1
0

1 2 3 4 5 6 T(Seviye)

Sekil 11. Koronal kesitlerden hesaplanan hasar alani. Hasar hacminin hesaplanmasi
amaciyla 7 seviyeden 0.5 mm araliklar ile alinan koronal beyin kesitleri
kullanild1. Kesitlerin alinmasinda standart nokta olarak vurusun yapildigi
merkez nokta olan bregmanin 2.5 mm posterioru dikkate alinarak bregma
seviyesinden itibaren 0.5 mm’lik araliklar ile 7 saviyeden kesitler alindu.
Kesitler boyanarak alinarak cresyl violet boyamasi sonrasinda alan tespiti
grafikte goruldugi gibi 4. ve 5. seviyelerde melatonin ve
memantin/melatonin kombinasyon grubu kontrole gore anlamli bulundu.
(p<0.05).
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6.2 Apoptoz

Bregma seviyesinden alinan kesitten Sekil 8 de gosterilen 1, 2, 3, a ve b
bolgelerinden apoptotik hiicre sayimi yapildi. Sekil 12 de belirtildigi gibi biitiin tedavi
gruplarinda %50 ye yakin apoptotik hiicre azalmas1 goriildii. Caligmada yer alan tedavi

gruplar1 hem kontrolle hemde kendileri arasinda anlamli farkliliklar gosterdi (p<0.05).

30, Apoptoz
T

k) +

: 20 *% ”

5 Tt

% T *%

£ 10

=

=

[=

A0 i :

Kontrol Melatoni = Meletonin /

Memanti

~

Kontrol Melatonin

Memantine Melatonin / Memantine

Sekil 12: Tunel (+) hiicre sayisi. Alinan koronal kesitlerden 4. seviyede TUNEL

boyamasi yapildi. Apoptotik hiicre sayis1 bazinda biitiin tedavi gruplarinda
hem kontrole gore hemde kendi aralarinda anlamli diisiisler goriildii. **p
<0.01 kontrol grubu ile; p<0.01 memantin grubu ile/*p<0.05 melatonin
grubu ile yapilan istatistiksel karsilastirmalart gostermektedi. Sonuglar

ortalama+SEM olarak verilmistir.
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6.3 Davranis Testi

Yapilan acik-alan testinde siganlar 600 saniye siire ile kamera ile izlendi. Travma
gecirmis hayvanlar hasarin etkisi ile daha ¢ok alanin kenar bolgesinde vakit harcama
egilimi igerisine girmektedirler. Fakat sekil 13 de gorildiigli gibi tedavi gruplarinda
kontrole (541+27sn) gore diisiis goriildii. Ozellikle melatonin  (436+37sn) ve
memantin/melatonin (408+61sn) kombinasyonunda anlami bir azalma goriildi. Bu
durumun tam aksine travma sonrasinda hayvanlarin merkez bolgesinde gecirdigi
stirenin azalmasi gerekmektedir. Sekil 14 de goriildiigii tizere kontrole (40+24sn) gore
tedavi gruplarinda ve ozellikle melatonin (1494+37sn) memantin/melatonin (112+44sn)

kombinasyon grubunda anlamli bir artig goriildi.

Kenar
600 -
T * *
450 - T
S 300 -
150 -
0

Kontrol Melatonin Memantine Meletonin/
Memantine

Sekil 13. Travma sonrasi hayvanlarin kenar bolgesinde gezinme siireleri. Hayvanlar
600 saniye kaldiklari agik-alan testinde depresyona girip kenar bdlgesinde
kalmak yerine tedavinin etkisiyle kontrole gore kenar bolgesinde daha az
siire kalmistir. “p<0.05 kontrol grubuna gore anlamliligi ifade etmektedir.

Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.
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Merkez
200 1 *
150 T
£ 100
50 ’_T_‘
0 T T
Kontrol Melatonin Memantine Meletonin/
Memantine

Sekil 14. Travma sonrasi hayvanlarin merkez bolgesinde gezinme siireleri. Merkezde
ozellikle melatonin ve memantin/melatonin kombinasyon grubunda kontrole
gore anlaml artiglar goriildii *p<0.05 kontrol grubuna gére anlamlilig: ifade

etmektedir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.

Hareketsiz

600 -

450 T
S 300

150

0 T T T T
Kontrol
Memantine

Sekil 15. Travma sonrast hayvanlarin acik-alan testinde hareketsiz kaldigi siire.
Davranis testi sonrasinda sicanlarda hareketlilik siireleri incelendi. Yapilan
analiz sonucunda biitiin tedavi gruplarinda hareketsiz kalma siirelerinin
diistiigii goriildii. Fakat 6zellikle melatonin grubunda (426+41sn) kontrole
gore anlamli bir azalma belirlendi. “p<0.05 kontrol grubuna gére anlamlilig:

ifade etmektedir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.
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Hareketli

200 .
150 I -
100

sn

50 I
04 T

Kontrol

Memantine

Sekil 16. Travma sonrasi hayvanlarin agik-alan testinde hareketli oldugu siire. Travma
gecirmis biitiin gruplarda beklenen hareketsizligin aksine biitiin tedavi
gruplarinda aksine bir durum goriildii. p<0.05 kontrol grubuna gore
anlamlilig: ifade etmektedir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.

Hareketlilik ve hareketsizlik bakimindan incelendiginde si¢anlarin depresif bir
durum sergilemeleri beklenirken bu durmun tam aksi sonuglar goriildii. Hareketsizlik
parametresinde si¢anlar kontrole gore 6zellikle melatonin grubunda anlamli azalmalar
goriildii (Sekil 15). Hareketli oldugu siirede ise biitiin tedavi gruplarinda kontrole gore
anlamli  distsler gorildi. Memantin  (121+22sn) melatonin  (150+£31sn), ve

memantin/melatonin kombinasyonu (126 sn+40) (Sekil 16).
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600 saniye siire ile her iki bolgede de (merkez + kenar) toplam katettikleri mesafe
kaydedildi. Biitiin tedavi gruplarinda ve 6zellikle melatonin (4064£1050cm) grubunda
kontrole gore anlamli bir artig goriildi (p<0.05).

Katedilen Mesafe

6000 -
4500 i
£ 3000 4
Q
1500 4 T
0 1 1
Kontrol Melatonin Memantine Meletonin/

Memantine

Sekil 17. Travma sonrasi gruplarin agik-alan testinde katettigi toplam mesafe. Kafa
travmasi gecirmis sicanlarin daha pasif olmalar1 beklenirken 600 saniye siire
ile sicanlarin katettikleri toplam mesafe biitlin tedavi gruplarinda kontrole
gore ve ozellikle melatonin grubunda anlamli artiglar goriildii. ~p<0.05
kontrol grubuna gore anlamliligr ifade etmektedir. Sonuglar ortalama+SEM

olarak verilmistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Memantin ve melatonin beyin hasari sonrasi1 meydana gelen patofizyolojik
stireclerde sirasiyla ekstrasinaptik NMDAR iizerine inhibitor etki ve serbest radikal
giderici rol oynarak noéronal hiicre kaybini azaltmaktadir (109). Yaptigimiz ¢alismada
sicanlarda deneysel olarak gelistirilen travmatik beyin hasar1 sonrasinda davranis,
histolojik  yontemler kullanilarak ~ melatonin, memantin  ve her ikisinin
kombinasyonunun néroprotektif etkileri incelendi. Bu g¢alismada beyindeki noronal
hasar1 incelemek amaciyla Feeney ve arkadaslarmin gelistirdigi deneysel travmatik
beyin hasarim1 modeli modifiye edilerek uygulandi. Beyin hasart ve uygulanan
tedavilerin davranig ve Ozellikle hareketlilik {izerine etkilerinin arastirilmasi amaciyla
acik alan testi yapildi. Beyindeki hasar hacminin ve hasar alan dagiliminin belirlenmesi
amaciyla cresyl violet boyama teknigini kullanildi. Apoptotik hiicre 6liimiine melatonin,
memantin ve melatonin/memantin uygulamasinin etkisinin arastirilmasi amaciyla
TUNEL yontemi kullanildi. Calisma sonucu elde edilen bulgularimiz; melatonin,
memantin ve o6zellikle bu molekiillerin kombinasyonlarinin anlamli olarak travmatik
beyin hasarimi1 ve apoptotik hiicre 6limiinii azalttigi gostermektedir. Bu bulgular,
hasarin  neden oldugu davranis bozukluklarindaki diizelme ile paralellik
gostermektedirler.

Yapilan davranis testlerinde, melatoninin travmatik si¢anlarda depresyonun
giderildigi, hiperaktivite ve anksiyeteyi azalttig1 gosterilmistir. Ozellikle melatonin ve
melatonin/memantin kombinasyonun yalnizca motor fonksiyon bozukluklarini ¢ok
giiclii bir sekilde etkilemekle kalmamakta, ayni zamanda hayvanin hiperaktivite ve
anksiyetesini de dengelemektedir. Sprague-Dawley siganlarda anksiyete artiginin
gercekten de depresyon benzeri kosullari isaret ettii gosterilmesi gerekiyorsa da,
melatoninin ve memantin kombinasyonunun psikomotor aktiviteyi dengeleyici etkisi
ileride klinik kullanim ag¢isindan {imit vermektedir. Klinik farmakolojik ¢alismalardaki
basarisizliklarin stk karsilasilan sebeplerinden biri de ilaglarin psikomotor yan
etkileridir. Gelecekte yapilacak olan g¢aligmalarda, ndéron koruyucu ilaglarin etkileri
karakterize edilirken, lokomotor testlerin daha dikkatli se¢ilmesi gerekmektedir.

NMDAR yogun olarak post-sinaptik membranlarin sinaptik ve ekstra sinaptik
pozisyonlarinda bulunurlar. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu merkezi sinir sisteminin

gelisimi, sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza olusumunda hayati bir rol oynamaktadir.
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Ancak, NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, sitoplazma ve mitokondride asiri
miktarda Ca*? birikmesine neden olmaktadir. Yiiksek oranda Ca*? birikimi, fosfolipaz
A, ve siklooksijenaz gibi enzimlerin aktivasyonuyla birlikte serbest radikal olusumuna
ve bunu takiben kalitsal serbest radikal temizleme mekanizmalarinin yetersiz kalmasina
neden olmaktadir. Ca*? birikiminin yam sira, aktive edilen enzimler ve serbest
radikaller, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS)’1 stimiile ederek, NO ve asir1 toksik bir
bilesen olan peroksinitrit (ONOQ") iiretimine sebep olmaktadir. Sonrasinda, ERK-1/2 ve
38/MAPK,SAPK/JNK1/2 stres kinazlarin fosforilasyonlari, inflamasyon ve apoptozu
diizenleyen pro-apoptotik transkripsiyon faktorlerini ve erken donem genlerini aktive
etmektedirler.

Melatonin, yiiksek Olgiide toksik hidroksil- ve peroksinitrit- radikalleri de dahil
olmak {izere, oksijen ve azot iceren serbest radikallerin detoksifikasyonunda
kullanilabilen, klinik anlamda giivenilir niteligiyle tercih sebebi olan, gii¢lii bir serbest
radikal temizleyicidir. Antioksidan etkilerine ek olarak, elektrofizyolojik calismalar
gostermektedir ki, melatonin NMDA reseptorlerince diizenlenen beyin aktivitesini
baskilamaktadir (109). Melatonin bunu nNOS aktivitesini, dolayisiyla da NO fiiretimini
azaltarak, ve  NMDA reseptoriiniin redoks bdlgesiyle etkilesime girerek yaptigini
boylece NMDA kaynakli eksitasyonu baskiladigi 6ne siiriilmektedir (110). Diger
taraftan, melatonin glutamat aracili uzun siireli potansiyel artisini, bazal sinaptik iletimi
etkilemeden, CaM kinaz 2’nin inhibisyonu iizerinden engellemektedir.

Bu baglamda, siganlar ve fareler iizerinde yapilan ¢aligmalar, melatoninin beyin
hasarini azalttigina isaret etmektedir. Melatonin serbest radikal indirgeme ve oksidatif
hasarlar1 6nlemedeki rolii sadece sinir sistemi ile sinirli olmayip organizmadaki her
organ ve hiicre i¢in gecerlidir bunun bir 6rnegi melatoninin insan kanser hiicrelerinde
radyoterapi sonrasi goriilen toksisiteyi azaltmasidir (111, 112). Toksik olan serbest
radikalleri notralize ederek DNA hasarini minimuma indirir, timdr bliylime faktoriini
inhibe ederek IL2 nin antitiimér etkilerini artirmaktadir (113). Ayrica, melatonin kaspaz
enzim aktivitesini inhibe ederek kafa travmasinda koruyucu rol oynamaktadir.

Kafa travmas1 sonras1 siganlara, gece melatoninin verip hemisferdeki kontiizyon
volimiinii ve beynin sisme derecesi Ol¢iildiigiinde travma grubuna gore kontlizyon
miktarinin daha az oldugu gosterilmistir (113). Diger bir deneysel g¢alismada ise

sicanlarda olusturulan travmatik soguk hasar sonrasi, beyin su miktari, kan beyin
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bariyeri gegirgenligi, infarkt alani arastirilmis ve melatonin verilen grupta travma
grubuna gore soguk hasar bolgesinde 6demin azaldigi, ayrica infarkt alaninin kiictldiigii
bulunmustur (114). Melatoninin infarkt hacmini ve iskemi olan hasarli beyin bolgesinde
apoptotik hiicre olimiinii azalttigi gosterilmistir ve melatoninin nitrik oksit sentaz
enzimini diizenleyerek noronlart koruyucu etkisi oldugu savunulmustur (10). Yapilan
bir klinik ¢alismada, agir kafa travmasi gegiren hastalarin beyin omirilik sivilarinda ve
kan serumlarinda melatonin diizeylerine bakmis ve BOS’da melatonin diizeyi yiiksek
bulunurken serumda artis olmadigini1 bulmustur (115). Saptanilan bu yiiksek melatonin
diizeyini ise metabolik bozukluklara ve oxidatif strese karst olusan yararli bir reaksiyon
olarak yorumlamustir.

Programlanmis hiicre oOliimii olarak da bilinen ndronal apoptoz, travmatik
patogenezde Onemli rol oynamaktadir (59). Striatum bdlgesinde ki ndronal hasar,
travmatik beyin hasarindan sonra direk mekanik hasar, eksitotoksitite ve oksidatif
hasara baglidir. Travma kaynakli ROS {iretimi, membran lipid peroksidasyonunu yani
stra, protein ve DNA’nin oksidatif hasar1 gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla hiicresel
hasara neden olur (59).

Onceki ¢alismalarda melatoninin DNA hasarin1 ve mitokondriyal sitokrom c
salmimin azalttigi, kaspaz-3 aktivitesini onledigi gésterilmistir. Ayrica melatonin, Bcl-
2 protein seviyesini artirir. Boylece mitokondreiden sitokrom c¢ salinimi azalir ve
kaspaz-9 aktivasyonunu ve apoptozom olusumunu azaltir.

Sonug olarak, melatonin ve memantinin hem davranis hem de histomorfolojik
acidan degerlendirililmesi sonucunda elde edilen bulgular bu molekiillerin kafa travmasi
sonrast meydana gelen hasar iizerine etkili oldugunu gostermesine ragmen bu etki
ozellikle her iki molekiiliin beraber kullanildig1 grupta 6n plana ¢ikmistir. Buda travma
gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde patofizyolojik siirecleri ayr1 ayri
noktalardan etkileyen mekanzimalar iizerinden tedavi segeneklerinin tek tek
kullanimlarindan daha iyi sonug verdigini gostermektedir. Bu sonuglar ayn1 zamanda bu
molekiillerin travma gibi aliir hasar meydana getiren hastaliklarin insanlarda tedavi

amaciyla kullanilabilecegini gdstermektedir.
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