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1.0ZET

LITYUMUN AKUT VE KRONiK DONEMDE TRAVMATIK BEYIN
HASARI SONRASI BEYIN HASARI VE DAVRANIS UZERINDEKI
ETKILERI

Travmatik beyin hasari, glutamatin asir1 salinmasina sebep olarak serbest radikal
olusumu ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Lityum, bipolar tedavisinde siklikla
kullanilan bir ilag olup nérodejeneratif hastaliklarda hayvan modellerinin birgogunda
noroprotektif etkilere sahiptir. Travmatik beyin hasarinda akut ve kronik lityum
tedavisinin, davranigsal ve hiicresel diizeyde etkileri incelenmistir. Travmatik beyin
hasarindan hemen sonra (akut) ve travma Oncesinde 3 giin (profilaktik)  lityum
tedavisi (2 mmol/kg) hasar hacmini, korteks ve hipokampiiste apoptozu azaltmistir.
Akut grupta, hasar sonrasi 24. saatte fosforile Akt, Erk-1 /2, GSK-3 o/ B seviyeleri
artmig, fosforile JNK-1/ 2, p38 ve p53 seviyelerinde istatiksel olarak anlamli
degisiklikler gézlenmemistir. Kronik sette (lityum 0,2- 2 mmol/kg ve kontrol grubu,
35 giinliik takip), kuyruktan asma testinde en hareketli, dolayisiyla en az depresif
lityum 2 mmol/kg grubu olarak gozlenmistir. Motor koordinasyon rotarod testi ile
degerlendirilmis olup lic grup istatiksel olarak benzer olup lithium 2 mmol/kg
grubunun en iyi motor koordinasyona sahip oldugu belirlenmistir. Anksiyete
seviyeleri aydinlik- karanlik testinde degerlendirildi, {i¢ grubun anksiyete seviyeleri
zaman i¢inde azalmis olup lityumun karanlikta gecen siire, anksiyete iizerinde hi¢ bir
etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Hasarin oldugu tarafta, korpus kallozum ve striatum
alanlarimin lityum 2 mmol/kg grubunda istatiksel olarak anlamli derecede korundugu
gozlemlenmistir. Hemisfer ve hipokampus alanlari lityum tedavisinden etkilenmedigi
goriilmiistiir. Elde ettigimiz bulgularimiz, lityumun Akt, Erk 1/ 2, Gsk 3 o/B
mekanizmalar1 lizerinden travmatik beyin hasarinda 6zellikle korteks ve
hipokampiiste noroprotektif etkilerinin oldugunu gostermektedir. Kronik / Subakut
grubunda hasar hacminin yiiksek doz lityum grubunda belirgin olarak azaldig
goriilmistiir. Lityum, noronlart TBH’dan korurken, uzun siire diisiik doz lityum

kullanim1 hipokampal atrofi ve nérogenezde azalmaya sebep oldu.

Anahtar Sozciikler: Hiicre sinyal iletimi ,Hipokampal hacim, Lityum, Travmatik

beyin hasar



2. ABSTRACT

EFFECTS OF LITHIUM ON BRAIN INJURY AND BEHAVIOUR AFTER
TRAUMATIC BRAIN INJURY BOTH IN ACUTE AND CHRONIC TIME
PERIOD

Traumatic brain injury (TBI) causes excess glutamate release and free
radical formation, as a result cell death. Lithium is widely used in the treatment of
bipolar disorder and have unexpected neuroprotective effects in a variety of
animal models of neurodegenerativediseases. Acute and chronic treatment with
lithium for traumatic brain injury, both behavioral and cellular level effects were
evaluated in this study. Just after traumatic brain injury (acute) and pretreatment
(prophylactic for 3 days) with lithium (2 mmol/kg) had reduced injury volume,
apoptosis both in cortex and hippocampus. In the acute group, phosphorylated Akt,
Erk-1 / 2, GSK-3 o/ B levels were increased, phosphorylated Jnk-1/ 2 , p38, p53
levels had not changed statistically important at the 24 hour after injury. In the
propylactic group, only GSK-3 o/ B levels decreased statistically important. In the
chronic set (lithium 0,2- 2 mmol/kg and control groups, 35 days followup), lithium 2
mmol/kg group was the most mobile so least depressed in the tail suspension test.
Motor coordination was assessed by rotarod test, three groups were similar
statistically but lithium 2 mmol/kg group has the best motor coordination. Anxiety
levels were assessed by light-dark test, with time all groups’ anxiety levels were
decreased, but lithium hadno effect on the time passed in the dark. Injury volume has
decreased in the lithium 2 mmol/kg statistically different, but not statistically
different in lithium 0,2 mmol/ kg. Ipsilateral to injury site, corpus callasum and
striatum areas were the biggest in the lithium 2 mmol/ kg statistically different.
Hemisphere and hippocampus areas had not affected from lithium treatment. As a
conclusion, our findings indicate that lithium treatment has neuroprotective effect on
the cortex and hippocampus via Akt, Erk 1/ 2, Gsk 3 o/f signaling. Lithium
treatment protects neurons from TBI. However, long term particularly low-dose

lithium causes hippocampal atrophy and decreased neurogenesis.

Keywords: Cell signaling, Hippocampal volume, Lithium, Traumatic brain injury



3.GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasar1 (TBH), diinya genelinde Onemli bir saglik ve
sosyoekonomik problemdir [1], [2]. Yiiksek gelirli iilkelerde genglerde olim ve
sakatligin onde gelen sebeplerindendir ve diisiik ve orta gelirli iilkelerde motor
kullaniminda artisa bagh diinya genelinde TBH’nin insidanst hizla artmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii, 2020 yilina kadar, trafik kazalari diinya genelinde iiciincii en
onemli hastalik ve yaralanma sebebi olacagini 6ngérmektedir [3]. TBH; glutamatin
asir1 salinmasina bagl olarak olarak serbest radikal olusumu ve hiicre 6liimiine sebep
olmaktadir. TBHin karigik patolojisi bir¢ok hayatta kalim ve Olim yolaklarini
etkileyen bir ajan ile tedaviyi gerekmektedir[4]. Lityum, 60 yildir bipolar
bozuklugun(BB) tedavisinde kullanilmaktadir. Bir¢ok yolag:i etkilemesi sebebiyle,
hayvan modellerinde noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de etkili oldugu

gosterilmistir [5].

Bu tezde lityumun travmatik beyin hasari1 sonrasi in vivo sartlarda akut
donemde; i) noronal hayatta kalim, hasar hacmi, ii) apoptotik hiicre dliimii, iii) liime
ve hayatta kalima aracilik eden sinyal iletim yolaklari; kronik donemde; 1v) beyin
alanlar1 ve hasar hacmi, v) islevsel diizelme ve davranigsal degisikliklerin
arastirilmast amacglanmistir. Calismamizda sivi nitrojenle soguk travmatik beyin
hasart [6]-[8] Kkullanilarak, lityumun TBH tizerindeki etki mekanizmalari
incelenmistir. Bu g¢alismadan elde edilen bulgular ile, travmatik beyin hasar1 gibi
noropsikolojik ve ndrodejeneratif hasara karsi tedavide lityumun ya da alt

mekanizmasindaki molekiillerin katki saglamas1 beklenmektedir.



4.GENEL BIiLGILER

TBH, toplum i¢in ciddi ekonomik yiike sebep olan uzun doénem sakatlik ve
O0lim nedenlerinin basinda gelmektedir. Epidemiyolojik arastirmalar, TBH i¢in
degisen hasar belirtecleri ve farkli yollar ile tanimlama yontemleri olup altin standart
tan1 yontemi olmadigi icin, TBH’n1 heterojen bir halk sagligi sorunu olarak
tanimlamaktadir. Hem olay hem de tekrarlayan TBH’dan kaynaklanan hasar yiikiine
bagl diger bir heterojen sonucun ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Ancak,
bircok c¢alisma atletler iizerinde odaklandigi icin genel toplumda tekrarlayan
TBH’nin epidemiyolojik karakteri ayrintili olarak arastirilmamistir. Tekrarlayan
hasar hafif oldugunda, daha kotlii sonuglara sebep olabilmektedir. Akut fazda,tek
TBH maruziyeti ile karsilagtirildiginda tekrarlayan TBH ya maruz kalan bireylerde
daha uzun siirede daha fazla hasar gelistigi bilinmektedir. Daha siddetli konkiizyon
sonrast belirtiler ve psikiyatrik komorbiditeler de agiga c¢ikabilmektedir. Uzun
donemde, tekrarlayan kafa travmalari, artmis intihar ve kronik travmatik ensefalopati

riskine de neden olabilmektedir [9].

TBH saglik ve iyi olma iizerinde yasamboyu ve dinamik etkilere sahiptir[10].
Uzun donemdeki etkilerini vurgulayan caligmalar, bir¢ok hasta i¢in kronik saglik
sorunu olarak ele almistir. TBH sonras1 fonksiyonel sonuc¢larin hasar sonrasi 20 yila
kadar gelisme ve gerilemelerin oldugunu ve belirli nedenlere baglh tiim o6liimlerin
bircok yi1l boyunca yiiksek kaldigi gosterilmistir. TBH, epilepsi, inme,
norodejeneratif hastaliklar1 da igeren norolojik hastaliklarin birgogu i¢in risk faktorii
olusturmaktadir. TBH sonrasi norodejenarasyona atfen, kronik travmatik
ensefalopatiyi igeren, en iyi polipatoloji olarak ifade edilebilen uzun dénemde hasar
sonrast noropatoloji hakkindaki postmortem c¢aligmalar, karisik devam eden ve

gelisen anomaliler tanimlamistir [10].

TBH i¢in hastanede tedavi gorenlerden yola ¢ikarak yapilan tahminler, US
toplumunda %]1.1’inde yasamboyu bu hasara bagl sakatlik oldugunu, hastaneye
basvurmayanlarla birlikte bu oranin ii¢ katindan daha fazla oldugu tahmin

edilmektedir [11].



4.1.Travmatik beyin hasarinn patofizyolojisiiki ayr1 faza sahiptir [12], [13]

1) Akut, Birincil Hasar
2) Gecikmis, Ikincil Hasar

4.1.1.Akut, birincil Hasar

Birincil hasar, tam olarak hasar esnasinda ve beyni olusturan hiicrelerin
biitiinligiiniin mekanik giiclerle bozulmasindan kaynaklanir[14]. Siddeti subklinikten
hafif- orta- siddetliye dogru gelisir. Subklinik ve hafif birincil néronla hasar, plazma
membraninda gerilmeye bagl bir dizi zarar veren olaydan olusur[15]. Membranin
hizla gerilmesi ile iyonlarin akim diizeni bozulup Na™ igeri, K* disar1 ¢ikig1 dahil iyon
dengesi diizensizlesir, Ca™ iyonlarmin hiicre i¢inde artar. Subklinik ve hafif TBH ile
iligkili kalsiyum diizensizligi, hiicre i¢inde bir¢ok yankilanmaya sebep olmaktadir.
Kalsiyum, sitozolik proteinleri pargalayan kalpaini aktive eder, N-methyl-D-aspartate
(NMDA) aktivasyonu ile glutamat salinim ile sitozolik ve mitokondriyal kalsiyum
seviyeleri artar[13]. Artmis mitokondriyal kalsiyum mitokondriyal disfonksiyona
sebep olur, yetersiz oksidatif fosforilasyon, reaktif oksijen(ROS) birikimi, kaspaz
aktivasyonu ve nodronal apoptoza sebep olmaktadir. Artmig ROS lipid
peroksidasyonu, sagkalimla ilgili normal membran sinyal yolaklarinda (6r:Rho
GTPases and TrkB sinyali) degiskenlige sebep olmaktadir [16]. Yetersiz oksidatif
fosforilasyon, laktat iiretiminde artis, asidoz, artmis serebral kan akimi, 6dem, iskemi
ve daha da artan néronal hasara sebep olmaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon enerji
iiretiminde dengesizlige sebep olmaktadir. Iyonik homeostazi diizenlemeye yonelik,
noronlar membran iyon pompa aktivitesinde artirarak glukoz tiiketiminde artis,
hiicresel enerji azalmasi, mitokondriye kalsiyum giris artisi, mitokondriyal ve selliiler

disfonksiyon dongiisiinii amplifiye eder.

Hafif TBH

Noronlarda, tekrarlayan hafif TBH, anormal protein agregatlart ve

norofibriller tangle (taupathy) birikimiyle iliskili olup aksonal tasinimi bozar.



Bozulmus aksonal tasima bircok norodejeneratif hastalik igin ortak alt
mekanizmadir. Tekrarlayan hafif TBH’1 dementia pugilistica and pugilistic
parkinsonism gibi durumlarla iliskilidir. Hasara hassas yapilar sadece noronlar
degildir, mikroglialarin hasara maruziyeti sonucu, diger bagisiklik hiicrelerini ¢eken
ve aktive eden sitokinler salinir, hasar bolgesinde inflamatuar kaskadi baslatir. Kan
beyin bariyeri (KBB)’de endotel hiicrelere olan hasar, tight junctionlarin
gevsemesine, 6dem artigina, kafa i¢i basincin artmasina, BOS azalmasina, iskemi
artisina ve hiicre 6limiine sebep olmaktadir. Hasarli astrositler, TGF-B reseptorii
araciligiyla albumin alinmasina sebep olmaktadir. Bu da elektrolit imbalansi ve ndobet
esiginde diismeye sebep oOlmaktadir. Ayn1 zamanda, hasarli astrositler glutamat
metabolizmasinda bozulmaya ve eksitotoksisiteye sebep olur. Agregatlarda, artmis
ndbet frekansi ve glutamata bagl hasar, néronal 6liimii daha da artirir. TBH, mitotik
(mikroglia ve astrosit) ve non-mitotik hiicrelerde(ndronlarda) hiicre dongiisiinii
indiikkler [17]. Bu da, mikroglia ve astrositlerde ndroinflamasyona ve glial skar

olusumuna sebep olur, ndronlarda apoptoza yol acar.
Orta ve agir derece TBH

Orta ve agir derece TBH’1 kafatas1 kirigi, hematom, néron, glia ve endotel
hiicrelerinde beyin dokusunda ani hasarlanmaya sebep olmaktadir [18]. Hiicreler
hasarda sadece kaybolmaz, ayn1 zamanda toksik maddelerin komsu hiicrelere
salinmasimna sebep Olmaktadir. Sitokin, ROS, noérotransmitter ve matriks
metalloproteinazlarla sinirli olmayan bazi toksinleri icerir. Bu maddelerin salinmasi
hasarlar1 artirir. Hasarli kortekste, proapoptotik proteinlerin artisiyla birlikte

mikroRNA’larin ekspresyonu uyarilir.
4.1.2. Noroinflamasyon Mekanizmasi

KBB, sistemik dolagim sistem bilesenlerini kisitlamak icin SSS’e girisi
kisitlar. Tek istisna, normal fizyolojik kosullar altinda beyin parenkiminde yer alan
yerlesik mikroglia, hiicresel atik ve toksik maddelerin fagosit araciligiyla
temizlenmesini saglar. Debris ve toksinlerin temizlenmesi, mikrocevrenin
homeostazin1 dengeler ve sinaptik budanmaya yardimecir olur. Hasara kadar,

tekrarlayan hafif TBH veya tek orta ya da siddetli TBH, noron, mikroglia ve



astrositlerden bircok maddenin salinmasina sebep olur. Bazi salinan maddeler
antiinflamatuar ~ (ndrotrofin,  IL-4, IL-13, prostaglandin)  digerleri ise
proinflamatuardir[19], [20]. KBB, TBH’a bagl ikincil hasarin gelismesinde anahtar
roldedir[20]. KBB bilesenleri hasara karsi hassas olan endotel hiicrelerini, perisitleri
ve astrositleri icerir. Daha once de bahsedildigi gibi, endotel hiicre hasari, siki
baglantilarin gevsemesine, occludin ve claudin tight baglanti proteinlerinin
sentezinde azalmaya sebep olarak bu fenotipe katki yapar. Perisit hasari, sitokin, NO,
MMP salinmasina sebep olur [21], [22].

Aktive mikroglia salinimi, astrositleri aktive eden sitokinleri etkiler[20]
Mikroglialar gibi, aktive astrositler hem yapict hem de yikict etkilere sahiptir.
Eksitotoksik glutamat salinimi seviyelerinin diizenlenmesi gibi, norotrofik faktdrlerin
salmimi artirarak[23] noronal 6liime karsi korur ve gelecek aksonal biiylime igin
rehberlik yapar. Uzamis astrosit aktivasyonunun yikict sonucu, glial yara
olusumudur. Bu glial skar, aksonal rejenerasyonu inhibe eden ndronal aglar arasinda
fiziksel ve kimyasal bariyeri olusturur. Noronal network arasinda baglanti
bozuklugu, dikkat, hafiza ve yiiriitiicii fonksionlar gibi TBH’a bagl bilissel hasarlara
katki yapar[24], [25].

4.1.3. Network bozulmasi

TBH’daki hasarlar, fokal ve difiiz multifokal olarak ayrilir. Fokal hasarin
siddeti, TBH sonras1 zayif klinik ¢iktis1 i¢in pozitif prediktordiir. Difiiz aksonal hasar
(DAH), TBH sonrasi siiregelen bilissel bozulma ile iyi korelasyon gosterir. DAH ve
Klinik ¢ikt1 arasindaki giiglii iligki, yiiksek biligsel islevlerin beyin networkleri

arasinda iyi iletigsimini gerektirir[26].
Yiiksek diizeyde biligsel islevler i¢ini iki network kritiktir.

1) Beynin Varsayilan Durum Agi (Default Mode Network) (DMN)
2) Dikkat ¢ekerlik Sebekesi (Salience network) (SN)

DMN igin iki ¢ekirdek nod, posterior singulat korteks ve ventromedial prefrontal

kortekstedir. DMN aktivasyonu, i¢ odaklanma esnasinda otomatik gorevlerin



gerceklestirilmesinde etkindir[27]. SN, odak dis uyarana dogru yonlendirildiginde
gerceklesir. I¢sel uyaran azaldiginda, dis uyarana kars1 dikkat yon degistirir. SN ile
DMN arasindaki iletisim, bu yeniden yonlendirme ig¢in kritiktir. Digsal uyaranlar
esnasinda, SN, DMN ile etkileserek onun aktivitesini azaltir. TBH sonrasi, SN,
DMN ile iletisim acisindan zayiflar, icerden disartya odagin kaymasi bozulur. SN bu
yetersizligi, DMN’i downregiile edip TBH ile iligkili biligsel bozulmalara sebep olur.
Tim bunlarin kokeninde, aksonal hasara ikincil bozulma ve baglanti bozuklugu
vardir. Bu iki agin arasindaki baglantiyr artirmaya yonelik terapiler TBH’a bagh

bilissel eksikliklerin kuvvetlendirilmesinde umut vaat eden stratejidir [28], [29].
4.1.4.Travmatik beyin hasarinin uzun donem sonuclari

Tablol1: Travmatik beyin hasarimin uzun donem sonuglari[12]

Travmatik beyin hasarinin uzun dénem sonuclari
Hareketlilikte kisitlama ve sakatlik

Sosyal katilimda azalma (6r: Issizlik)

Biligsel eksiklikler

Duygusal sorunlar

Davranigsal degisiklikler

Hastaliklar

Hafif bilissel bozulma

Norodejeneratif hastaliklar

-Alzheimer hastalig1 veya demans

-Parkinson hastalig1 veya parkinsonism



- Lewy cisimcikli demans

- Frontotemporal Demans

- Amyotrofik Lateral Skleroz
-Kronik Travmatik Ensefalopati
Postravmatik epilepsi

Inme

Noroendokrin hastaliklar
Psikiyatrik hastaliklar

Oliim

Sporda karsilasilan tekrarlayan konkiizyonlarin uzun dénemdeki etkisi en son
dikkat ¢eken alan olmustur. Konkiizyonun olas1 etkileri, TBH’1inin uzun dénemde

norolojik hastaliklarin bir risk faktorii olarak anlasilmasina sebep olmustur.

Tahmin edilebilecegi gibi, hasar sirasinda daha yasli olmak daha olumsuz
sonuglar ve islevsellikte daha hizli diisiis ile iliskilendirilmistir. US toplumunda akut
yatan hasta rehabilitasyonunda, hasar sonrasi bes yilda yaklasik bes kisiden biri
Olmiis; yasayanlarin %12 si kurumsal sartlarda yasamis; %50°si hastaneye yeniden
bagvurmustur [30]. Yasayanlarin ¢ogunlugu orta derecede ya da agir derecede
sakatlanmis, tigte birinden fazlasi1 hasar sonrasi daha da kétiilesmistir. Kotiilesmenin
tiim yas gruplarinda olmasi, bunun basit bir sekilde sadece yas bagimli olmadigini

gostermektedir.

Zaman igindeki islevselligin degerlendirilmesi icin bireysel biiyiime egrileri,
Glasgow Sonu¢ Olciimii-Genisletilmis, TBI Model Systems (TBIMS) ulusal
veritabanin tiimiinde, tipik yoriingenin yaklasik 10 yilda yavasca ilerledigini, plato ve

daha sonra geriledigini gosterir[31]. Uzun donem uzunlamasina ¢alismalarin



sonuclart TBH sonrast hem gerileme hem de ilerlemenin oldugunu gostermistir.
Azalmadan tek basina yasin sorumlu olmadigi ve birincil sebebin sadece bozulmus

bilis olmadig1 goriilmiistiir.

Orta derece ve agir hasar sonrasi, artmis Olim riski uzun yillar boyunca
devam ettigi goriilmiistiir, rolatif riskin en fazla 15- 19 yas aras1 genglerde oldugu
goriilmiistiir [30]. Gengler daha ¢ok ikincil hasara bagli kazalardan- bozulmus
yiirlitiicl islevleri gdsteren; yaslilar ise kronik tibbi durum ve komorbiditelere bagl
hayatimi kaybetmistir. Oliim i¢in risk faktorleri, islevsel bagimlilik, yas, hasar 6ncesi

ilag ve alkol kétiiye kullanimi ve hasar dncesi epilepsidir.

Akil karistiran bir gdzlem ise hafif TBH sonrasi da yiiksek 6liim oranlarinin
gbzlenmesidir. Bu grupta, 6liimiin ana belirleyicilerinin, sosyoekonomik diizey ve
risk alan davramiglar gibi daha ©nceden var olan durumun ve yasam sekli

faktorlerinin oldugunu Glasgow calismasi [32] gostermistir.

Tek bir TBH ile norodejeneratif hastalik arasindaki iliski, muhtemelen en
yiiksek Parkinson hastaligi i¢in iken, Alzheimer hastalig1 i¢in bu iliski daha az
kesindir [33].

4.1.5. Travmatik beyin hasarinda ge¢ néropatoloji

Corsellis ve ark[34], 1973’te yapigi calismada boksorlerde dementia
pugilisticayr tanimlamistir. TBH’da ge¢ donem nérodejerarasyon [35], sadece spor
veya c¢evre veya sadece hasar siddeti ve sikligina ile iligkili degil,bu patoloji su anda
kronik travmatik ensefalopati[36](KTE) olarak tanimlanmistir. KTE i¢in bir¢ok rapor
tau ndropataolojisi lizerinde odaklansa da, patoloji karisik goziikkmekte amiloid beta
ve TDP-43 birikimi, noroinflamasyon, aksonal dejenerasyon, beyaz cevher
dejenerasyonu, noéronal Oliim, kan beyin bariyeri bozulmasi gibi anomalileri

icermektedir[10], [37].

TBH sonras1 demans gelisimi, tipik Alzheimer hastaliindan daha farkli bir

klinik sendrom olarak goziikmektedir, belki de KTE ile iligkisi daha ¢oktur [35], [38]
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4.2. Travma sonrasi depresyon

TBH sonrast en yaygin durumlardan biri depresyondur, ciddi sonuglar
olmasina ragmen tedavisiz kalmaktadir[39]. Posttravmatik depresyon (PTD) tedavisi,
biyolojik yolaklardan psikososyal ayarlanmaya kadar uzanan multifaktoryel
etiyolojisinden dolay1 karisiktir. Orta ve agir dereceli hasarlar arasinda, ilk yil iginde
PTD nokta yayginlig1 %30-50 arasinda tahmin edilmektedir. PTD, daha fazla hastane
yatist, daha fazla bakimveren yiikiine sebep olmasi, ise doniisleri azaltmasi ve sosyal
iligkileri etkilemesi, hayat kalitesini etkilemektedir. En Onemlisi hasar sonrasi
inflamasyona bagli olmak {iizere biyolojik degisikliklerin direk ve indirekt yolla bir
sonucu, hasar Oncesi kisilik Ozellikleri ve hasar sonrasi sakatliga uyum igeren
psikolojik ve psikososyal faktorler araciligiyla PTD gelisebilir. Su andaki etkin
tedaviler kisitl olmasina ragmen, en iyi yanitin antidepresan ve biligsel davranigsal

miidahaleler ile oldugunu gosterilmistir[39].

Psikiyatrik hastaliklar, ilk 5 yil icinde %75.2’sinde duygudurum, kaygi ve
madde kullanim bozukluklari, travmatik beyin hasar1 sonrasi yaygindir [40].
Bunlarin %77.7 ilk y1l i¢inde, yetiskinlerin %42 ‘si klinik olarak énemli psikiyatrik
belirtilerin hasar sonrasi 6 ayda agiga c¢iktigini belirtmektedir. Tim psikiyatrik
hastaliklarin %56.5’s1, PTD 2/3’ii ilk tanilardir. Orta ve agir derecede hasar sonrasi,
bircok zamanda %30 nokta yayginligi tahmin edilmektedir[41]. TBH ile iliskili
bireylerde intihar girisimi (5 kat risk artis1) ve tamamlanmas1 genel populasyona

gore daha fazladir.

Depresyon ve TBH; yorgunluk, zayif dikkat ve uyku bozulmasi gibi somatik
belirtileri paylasir. Jorge ve ark[42], 66 yetiskin ile yaptig1 ¢calismada, nerdeyse tiim
yetiskinlerde depresif semptomlarda depresif duygudurum var oldugunu gostermistir.
Depresyonu olan ve olmayan bireyleri en iyi ayirt edenin hasar sonrasi zamana gore
degistirdigini; uykuda bozulma ve zayif dikkat belirtilerinin gruplar arasinda
hasardan 6 ay sonra belirginlestigini gosterdi. Depresyona ait en yaygin belirtilerin
yorgunluk, distraktibilite, ruminasyon, kendini elestirme, sugluluk 10 y1l sonrasinda
depresyonu olan ve olmayan bireyleri en iyi ayirt etmistir [43]. TBH sonrasi
depresyonun iiziintii ve aglamakliliktan daha ¢ok irritabilite, kizginlik ve o6fkeye

meyille karakterize oldugu bulunmustur[43]. Depresyon davranissal bozuklugu
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oncesinde gelir ve zayif katilm sonuglarimin Onemli belirleyicisi davranigsal

bozukluktur.

PTD’nun kisisel tedavi yaklagimlarinda ilk adim risk faktorleri ve altta yatan

sebeplerin heterojenitesinin anlagilmasidir.

TBH sonrasi bir¢ok biyolojik mekanizma ile depresyon gelisebilir. Sitokin ve
inflamatuar hiicre diizeyi isaretleyicileri, SSS [44], [45] ile yiikselebilir. Bu
markerlar; norolojik olarak saglam yetiskinler, yasl yetiskinler, TBH 11 igeren
inflamasyonla iligkili kronik durumlar ile PTD’da iligkili bulunmustur. Akut serebral
spinal sivi inflamasyonu, travma sonrasi ilk yilda iligkili bulunmustur. VCAM-1,
SICAM-1, sFAS travma sonras1 6 ayda; akut IL-12’nin beyin omurilik sivisinda 12
ayda artis1 depresyon riskiyle iligkili bulunmustur[46].

TBH sonrasi akut inflamasyon, depresyonla enerji- ilgi azlig1 ve istah azalmasi gibi
benzer 6zellikler iceren maladaptif ‘hastalik davranisi” araciligiyla depresyona sebep
olabilir[47]. Hastalik davranis1  baslangigta  adaptif ve viicudu akut
hasara/enfeksiyona kars1 koruyorken, 3-6 haftadan daha fazla siirdiiglinde maladaptif
olur[47]. Bu zaman dilimi, akut/adaptif davranistan kronik/ maladaptif davraniga
dogru gelisen depresyonu isaret eder. IL-6 ve TNF-a gibi sinyal molekiilleri major
depresif donem(MDD) ile iligkili bulunmustur [46]. IL-6 TBH sonrasi 3 aya kadar
yiiksek olup MDD ig¢in giivenilir bir biyomarker olarak diisiiniilmekte iken, PTD igin
biyomarker olmasi ile ilgili ¢alisilmasi gerekmektedir. Adaptif immiin yanitin [48]
olusmasi i¢in lenfoproliferatif islevlerde etkili IL-7’nin PTD ile iligkisi , preliminary
calismalarda gosterilmistir[49]. Ilk hafta IL-7 BOS seviyesi, PTD’nun gelisimiyle
ters orantilidir. IL- 6 ve TNF-a kronik streste Brain derived neurotrohic factor
(BDNF) seviyelerini etkiler, depresyonun gelismesine sebep olur[50]. Bir biitiin
olarak, BDNF risk siniflandirmasi ve PTD’un hem oOnlenmesi hem de tedavisi i¢in

olas1 bir biyomarkerdir.
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4.3. Hiicre Oliim Cesitleri
4.3.1. Apoptoz

Programli hiicre Oliimii islemi, farkli morfolojik karakteristik ve enerji-
bagimli biyokmiyasal mekanizmlar ile karakterizedir. Apoptoz, normal hiicre
dongiisli, immiin sistemin uygun gelisim ve islev gérmesi, hormana bagimli atrofi,
embryonik gelisim ve kimyasal tarafindan indiiklenmis hiicre 6liimiinii igeren birgok
islev i¢in hayati rolii vardir. Uygun olmayan apoptoz (az veya ¢ok), ndrodejeneratif
hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin hastaliklar ve birgok kanser igin gibi

durumlarda 6nemli bir faktordiir [51].

Iskemi sirasinda ekzitotoksisite ile birlikte NMDA reseptdrlerinin asiri
uyarilmas1 sonucu iceri giren Ca*%iyonu mitokondri membraninda bulunan anti-
apoptotik protein Bcl-2’nin parg¢alanmasini ve pro-apoptotik protein Bid’in aktive
olmasmi saglar[52]. Aktive olan Bid, Bad-Box proteinleri ile birlikte mitokondri
membraninda delikler olusturur ve bunun sonucunda mitokondriyel sitokrom ¢ ve
apoptoz indiikleyici faktor (AIF) mitokondri membranindan sitozole ¢ikar. Sitozole
¢ikan sitokrom c proteini apoptotik proteaz aktifleyen faktor 1 proteini ve pro-kaspaz
9’a baglanarak apoptozom kompleksini olusturur. Sitokrom c’nin ortamda bulunmasi
ve apoptozom kompleksinin olusmasi sonucunda kaspaz-3 proteaz enzimi aktive olur
ve bu enzimin aktivasyonu sonucunda hiicrede DNA hasar1 ve apoptotik hiicre 6liimii
meydana gelir. Bu enzimin aktive olmasmin disinda kaspazlardan bagimsiz bir
sekilde AIF’nin niikleusa girmesi DNA’da kiriklarin meydana gelmesine sebep olur

ve sonrasinda apoptotik hiicre 6liimii meydana gelebilir[53].

Ekstrinsik uyarida ise, TNF ailesinden herhangi bir ligandin hiicre
membraninda bulunan reseptorlere baglarak reseptorii aktive etmesi gerekir. Bu uyari
sonrasinda sitokrom c’nin mitokondriden salinmasindan bagimsiz olarak kaspazlar
aktive olup hasar1 baglatabilir[54]. Aktive olan reseptorler kaspaz kaskadimi
bagslatir,sirastyla kaspaz 8 ve kaspaz 10 enzimleri aktive olur ve son olarak kaspaz 3
enzimini aktive ederler. Intrinsik yolda da oldugu gibi kaspaz 3’iin aktive olmasi,
mitokondri membranin bozulmasina, DNA kiriklarinin olusmasina ve hiicre 6liimiine

neden olur [55].
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4.3.2. Nekroz

Apoptozdan farkli olarak nekrotik hiicre 6liimiinde sitoplazma vakiillii bir
hale gelir, hiicre membrani parcalanir. Parcalanan hiicre membranindan hiicreigi
organellerin ve enflamasyonla ilgili molekiillerin disar1 salinmasi ile birlikte 6len
hiicrenin etrafinda enflamasyon baslar. Apoptozla kiyaslandiginda, nekrozun
kontrolstiz hiicre 6liimii oldugu diisiiniilse de nekrozda da bazi sinyal yolaklarinin
aktive oldugu ve hiicrei¢i molekiiler ve biyokimyasal olaylar arasindaki iliskiyle

kontrol edildigiliteratiirde yapilan bir ¢aligmada 6nerilmistir[56].
4.3.3. Otofaji

Otofaji kisaca hiicre membraninin organelleri ve sitoplazmadaki makro
molekiilleri icine alacak sekilde iceri dogru katlanarak, otofagozom olusturmasi ve

icindeki materyallerin par¢alanmast i¢in lizozoma taginmasi olarak agiklanabilir[57].
4.4. Fonksiyonel geri kazanim

Fonksiyonel iyilesmede gorev alan fizyolojik mekanizmalar tam olarak

bilinmese de hasarin neden oldugu siirecin dnemli rolii oldugu diistiniilmektedir.

Plastisiteyi kisaca disaridan gelen uyarilara karsi beynin kendi i¢ ndronal

baglantilarin1 degistirmesi olarak tanimlayabiliriz.
4.4.1. Plastisite

Hem olgunlasmamis hem de yetiskin beyninde hasar sonrasi gevresel
zenginlestirme denilen (environmental enrichment,EE)[58], pozitif bir ¢evrede
bulunmanin  hasarin  zararli sonuglarmi  azalttigi  bilinmektedir.  Cevresel
zenginlestirmenin norogenezi, dendritik morfolojinin arttiritlmasint ve yeni akson

uzamasini saglayarak azalttig1 gosterilmistir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda beyin-tiirevli noérotrofik faktor ve
sinaptofizin gibi proteinlerin sadece morfolojik degisikliklere sebep olmadigi ayni

zamanda iskemi sonrast kognitif parametrelerde de iyilesme sagladigi
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gosterilmistir[59]-[61]. Buna ragmen literatiirde c¢evresel zenginlestirme ve

plastisitede rol alan mekanizmalarla ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.

4.5.Travmatik beyin hasarinda olasi klinik tedaviler

Antiinflamatuar, hiicre dongiisii inhibitorleri, cAMP’1 artiran ajanlar, egzersiz
terapisi gibi girisimsel olmayan yontemler, transkranial manyetik uyarim, kok hiicre,

peptid terapisi ve gen terapisini igeren biyolojik yontemleri igerir[4], [62].
4.5.1. Antiinflamatuar Ajanlar

Ikincil hasara en iyi katki, kronik mikroglial aktivasyondan kaynaklanan
noroinflamasyondur. Antiinflamatuar ve hiicre dongiisii durduran ajanlar, TBH’dan

kaynaklanan ikincil hasarin ilerlemesini azaltir.

Minosiklin, ikinci jenerasyon tetrasiklin olup noroprotektif ve potent
antiinflamatuar &zellikleri vardir. Ozellikle, minosiklin proinflamatuar sitokinleri
(IL-1B ve IL-6), mikrogliozisi inhibe eder, TBH ve spinal kord hasarinda néronal
apoptozun Onlenmesinde etkili bulunmustur. Minosiklin tedavisi, spinal kord hasari
olan bir grupta, serum norofilamentlerini azaltmistir. Bir¢ok klinik ¢alisma,
minosiklin ile uzun donem davranis gelismeleri gosterse de, bazilar1 sadece noérolojik
¢ikt1 da gegici diizelme gostermistir[63]. Diger anti-inflamatuar birlesik ve potansiyel
terapotik ajanlar, sentetik peroksizom proliferator aktive reseptorleri agonistleri
(PPAR) dir. Aktivasyonla birlikte, PPAR gen diizenlenmesi i¢in, nucleusa transloke
olur. Baz1 kanitlar, PPAR aktivasyonu, iki proinflamatuar olan iNOS ve COX2’i
baskilar. Fenofibrat[64], bir PPARa reseptor agonisti, TBH sonrasi inflamasyonu,
oksidatif stresi, serebral ddemi azaltmis, davramiglar1 gelistirmistir. PPAR gama
reseptOr agonistleri, piaglitazon ve rosiglitazon mikroglial aktivasyonu azaltir,
potensiyel olarak IL-4 bagli mikroglial aktivasyon iizerinden antioksidan ve
noroprotektif saperon proteinlerini artirir ve davranis ve histolojik ¢iktilar1 gelistirir.
Bu, hasar ¢evresini koruyacak, bodylece doku yenilenmesi, ndrorejenerasyonu
artiracak, ikincil hasarin ilerlemesini azaltacaktir. Mikroglial ve astrosit ¢ogalmasi,
TBH sonrasi artacaktir. Ek bir yaklasim da, hiicre stiklusu inhisyonu aracilifiyla glial
cogalmay1 dnlemektir. Noronlar gibi postmitotik hiicreler hasar sonrasi hiicre siklusu

aktivasyonuna gidecek, eger kontrol edilemezse noronal apoptoza yol agacaktir.
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Flavopiridol gibi hiicre siklus inhibitorleri, siklik- bagimli kinaz (CDK) inhibisyonu
araciliiyla, noron, astrosit ve mikroglialar1 bloklayarak TBH’a bagli hasar hacmini
azaltmakta etkilidir[65]. Diger ek hiicre siklus inhibitorleri, roscovitine, direkt olarak
CDK iizerinden etki gostererek mikroglial aktivasyon, noroinflamasyon ve
norodejenerasyonu azaltir[65]. Minosikline ek olarak, hiicre siklus inhibitorleri

klinikte etkin ajanlardir.
4.5.2.Eritropoietin

Eritropoietin (EPO), apoptozu inhibe eden, inflamatuar, antioksidatif stres,
proanjiogenez, artmis norotrofik sinyal gibi bir¢ok seliiler ve subseliiler mekanizma
yoluyla etki eden ndroprotektif bir ajandir. EPO, preklinik hayvan modellerinde
noroprotektif etkinligi gosterilmistir[66].

4.5.3. Statin

Mikrovaskiilarizasyon iizerinde, statinler TBH’a kars1 NO artis1 ve vaskiiler
inflamasyonda azalma yoluyla koruma saglar. Ancak, statinlerin bilis ve davranig
tizerindeki etkileri hakkinda biiyiik tartismalar vardir[67], [68]. Vaka g¢alismalari,
dikkat eksikligi, azalmis psikomotor hiz, azalmis noropsikolojik performans ve

hafiza kaybin1 gosterir.

Uzun donem atorvostatin tedavisi (7 ay) davranis ve bilis azaltarak,
hippokampal biyokimya degistirip presinaptik vezikiiler proteinler subseliiler

(syntaksin, sinaptofizin) azaltir [69].

Hasar sonrasi, aksonal filizlenme ve biiyiime, endojen beyin tamirinde 6nemli
rol oynar. Artmis filizlenme ve biiylime, endojen beyin tamirinde énemli bir rol alir.
Artmis filizlenme, TBH sonras1 fonksiyonel kayiplardan sorumludur. TBH sonrasi,
cAMP sinyalinde (CREB fosforilasyonu azalarak) belirgin azalma vardir.
Fosfodiesteraz inhibisyonu araciligiyla cAMP artis1 noronal filizlenme, kortekste

noronlarda yeniden diizenlenme, hasar sonras1 motor fonksiyon tamirini indiikler.

Forskolin, PDE inhiborleri (rolipram, dipiridamol), selektif seratonin reuptake
inhibitorleri ve seratonin dopamin reuptake inhibitorleri hasar sonrasi fonksiyonel

diizelmeyi iyilestirir [70].
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4.5.4. Biyofarmasétikler ( Biyolojik veya Biyolojik Tibbi Uriinler)

Biyolojik (kok hiicre, peptid terapi, gen terapisi (DNA, RNA, microRNA,
antagomir), eksojen biiylime faktorleri, peptid), TBH ile iliskili komplikasyonlarla
savasmayl saglar [71]. Noral kok hiicre ve mezenkimal kok hiicre terapisi,
nororestoratif ve ndrorejeneratif potansiyel iizerinde odaklanmistir. Lateral ventrikiil
komsulugunda subventikiiler bolge ve hippokampal dentat girusta subgranular
bolgede yasla birlikte azalir. Travma sonrast veya yasa bagli noérodejeneratif

durumlarda, hiicre yenilenmesi tedavisi i¢in biiylik ihtiyagla yer degistirir.
4.5.5. Girisimsel olmayan Miidahaleler

Travma sonrasi terapoOtik potansiyeli olan beyin stimiilasyonu ve fiziksel
egzersiz iki tip vardir. Transkranyal manyetik uyarim (TMU), preklinik ve klinik
calismalarda, noroplastik degisiklikleri uyararak fonksiyon iyilesmesi ve 6grenmede
gelisme saglar. TMU, ekstrakranyal manyetik bobin kullanir, diisiik- frekans (<1 Hz)
tekrarlayan TMU eksitabiliteyi baskilar veya yiiksek frekans (>1 Hz) veya intermitan
teta patlamalar ise eksitabiliteyi artirir [72]. Noninvasiv olmasit yaninda, TMU
fizyolojik oOl¢limler ve norogoriintiileme teknikleri rehberliginde motor uyarilmis
potansiyel veya hasta aracili egzersizlerde kullanilir. TMU kullanan in vitro

calismalar, noronlarda BDNF-TrkB sinyal yolaklarinin aktivasyonunu gii¢lendirir.
4.5.6. Lityumun Etkileri

Lityum hiicrede birgok sasirtict aktiviteye sahiptir [73]. Gergekte; toksinler,
stres, iskemi ve hasara karsi hiicreler ¢esitli hiicresel mekanizmalar ile tasarlanmistir.
Hiicreleri korumak yaninda, biiylime faktorleri, hiicre yenilenmesi, rejenerasyon
genleri doniigtlirir. Lityum, hiicresel hasarin biyolojisinin anlagilmasima o6nderlik
edecek olarak goziikiiyor. Lityumun en Onemli etkisi, onun kok hiicreleri
uyarmasidir. Lityumun bu etkisi ilk olarak beyaz kan hiicrelerinde goriilmiistiir.
Kemik iligindeki pluripotent kok hiicrelerini uyararak ve hiicresel olusumun
farklilagsmasini lenfositten ¢ok grantilosite dogru yapar. Bu graniilositopeni ile iliskili
kemoterapide lityum etkin bir tedavi olmasini saglar. Lenfosit olusumunu baskilar,
lenfositlerin immiin aktivitesini giliclendirir. Lityum, viral asilar immiin modiilator

olarak ve otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilir[73].
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Lityum; inflamasyon, metabolizma, reseptdr hassasligi, adenil siklazlar
iceren sistemleri etkileyen kinaz ve fosfatazlari inhibe eder [73]. Uzun yillar
boyunca, lityum GSK3B inhibe eder, transkripsiyon faktorlerini etkileyerek genleri
kontrol eder. Tiim mekanizmalar GSK3B’y1 inhibe etmekte birlesmis goziikmekte,
tau ve amiloid proteinlerinin Alzheimer ve Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi,
alkol ile indiiklenmis néronal dejenerason ve prion ile iligkili diger ndrodejeneratif
hastaliklara katki yapmaktadir [73]. Lityum, ALS tizerinde de gelisimi yavaslattigi

goriilmektedir.
4.6. Travmatik Beyin Hasar1 ve GSK-3

TBH; gec¢ hiicre olimii ve degisken noéronal yapisi gibi biyokimyasal
degisiklikler kaskadi olusturur. Calismalar, GSK-3B inhibisyonunun apoptozu
azalttigimi  gostermistir.  TBH, birincil ve ikincil hasar1 igeren karisik bir
patofizyolojidir. Birincil patolojiler, travmatik beyin hasari sonrasi hizla gelisen
farmakolojik miidahalelere tipik olarak uygun yanit vermezken; ikincil patolojiler ise
birincil hasarin yol agtigi patolojiler sonras1 zamanla gelisir. Hipokampus beyne olan
hasarlara karst ¢ok hassastir [74]. Glikojen sentaz kinase 3 (GSK-3), glikojen
metabolizmasi i¢in bir diizenleyici olarak tanimlandi [75]. Gorevi, protein sentezi,
hiicre cogalmasi, hiicre farklilasmasi, mikrotiibiil dinamikleri, hiicre hareketi ve
apoptoz, sirkadyen degisimlere kadar genisledi [76]. GSK-3 aktivitesi; prion
proteinleri, p53 ile indiiklenmis apoptoz ve amiloid B toksisitesi gibi bir dizi uyaran
ile indiiklenmis noronal hasara genisledi [77]-[79]. Apoptozda GSK-3 aktivitesi,
GSK-3B’nin segcici kii¢iik molekiiler inhibitorleri hiicreleri proapoptotik uyaranlara
kars1 korur. Wnt ve Akt (ayn1 zamanda protein kinaz B olarak da bilinen), GSK-3
aktivitesini diizenledigi gosterilen iki ana sinyal yolagidir. Bir¢ok hiicrede, GSK-3,
Axin, APC ve kazein kinase la ile birlikte protein kompleksi olusturur. Uyaran
eksikliginde, GSK-3 yapisal olarak aktif ve Axin, adenomatous poliposis coli (APC)
ve kazein kinase la ile komplex olusturur ve B- catenin’i fosforilleyerek yikimina
sebep olur. Wnt’nin Frizzled reseptorlerine baglanmasi GSK-3’tin plazma
membranina translokasyonuna, burada Frizzled koreseptorii lipoprotein iliskili
protein-6 (LRP6) fosforlanmasina ve inaktivasyonuna sebep olur. GSK-3’iin

translokasyonu, B-catenin fosforilasyon ve yikimini azaltir, B-catenin birikmesine ve
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gen ekspresyonuna sebep olur. Biiylime faktorleri Akt’yi aktive eder, bu da direkt
fosforilasyon ile GSK-3 aktivitesinin inhibe olmasina, apoptozun azalmasina yol agar
[80].

4.7. Lityum Tuzlarmin Noroprotektif ve Terapotik Potansiyeline Yeni Bir Bakis

Bipolar bozuklukta; bozulmus nérogenez, hiicresel plastisite ve dayaniklilik
yaninda beynin 6zel bolgelerinde hiicre atrofisi ve hiicre kaybina isaret eder[81].
Olgiimsel beyin goriintiileme ¢alismalar1, prefrontal bolgeler (6r. Anterior singulat ve
subgenual prefrontal korteks) yaninda hippokampal ve amigdala hacminin hem
yetiskin hem de pediatrik bipolar bozukluk hastalarinda sagliklilara gore azalmis
oldugunu tespit etmislerdir[82]-[84]. Bu degisikliklerin tespiti de bipolar bozuklugun
norogelisimsel, norodejeneratif veya kombine bozukluk olmasina bagli olup
olmadigi konusunda tartismalara sebep olmustur[5], [85]. ilaglarn olast
noroprotektif etkilerine odaklanmasina ve lityumla ilgili ilging bulgulara sebep
olmustur. In vitro ve in vivo calismalardan gelen preklinik kanitlar, apoptozu
onleyen, norotrofinleri ve hiicre yasamda kalma molokiillerini artiran ve hiicresel
sinyal mekanizmasi tizerindeki farkli etkilerini bildirmistir [81]. Lityum, bipolar
bozukluk [86] akut ve kronik dénem tedavisinde, iyi belgelenmis antimanik [87],
antisuisidal [88] ve profilaktik 6zellikleri ve major depresyonda giiclendirici tedavi
etkileri sebebiyle ilk tercih edilen tedavidir. Lityumun ndrogenez, beyin yeniden
modellenmesi, anjiyogenez, mezenkimal kok hiicre islevleri ve inflamasyon tizerinde
pozitif etkileri gosterilmis, GSK-3 (serin-trenin kinaz) inhibisyonu anahtar yoluyla
birgok noropsikiyatrik hastalikta rol aldigi gorilmistir. Yeni ¢alismalar,
norodejeneratif hastaliklar, nérogelisimsel bozukluklar ve hipoksi-iskemi/ travmatik
beyin hasarinda, geleneksel antimanik dozlardan daha kiiclik dozdaki lityumun

olumlu etkilerini gostermistir [81].

4.7.1. Preklinik kanit ve molekiiler mekanizma

Preklinik in vitro ve in vivo g¢alismalar, lityumun cesitli hasarlara karsi
etkisini apoptozu Onlemesi, ndrotrofin atilmasini artirmas: yoluyla etkidigini

gostermistir. Otofajinin ve oksidatif stresin modiilasyonu, mitokondriyal islevlerin
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diizenlenmesi diger ek noéroprotektif mekanizmalardir [89]. Inflamasyonu modiile

ederek, proinflamatuar durumu azalttig1 goriilmektedir [90].
4.7.2. Lityum ve GSK-3

Lityum GSK-3a ve GSK-3b’y1 inhibe ettigi gosterilmis, ndrotrofinleri ve
hiicre ayakta kalma molekiillerini (6r, B-cell lymphoma 2/ Bcl-2), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) / tropomyosin receptor kinase (TrkB), cyclic adenosine
monophoshate- responsive element binding protein (CREB), heat shock protein (Hsp
70 ve B-catenin) artirdigi, proapoptotik aktivite (or, eksitotoksisite, p53, Bcl-2-
iliskin X protein, caspase, cytochrome ¢ salinmasi, B-amiloid peptid {iretimi ve tau
hiperfosforilasyonu); NMDA reseptorlerinin inaktivasyonu, inositol monophosphate
(IMP) inhibisyonu; phosphotidylinositol-3- kinaz (PI13K)/ protein kinase B(Akt)

hiicre ayakta kalma yolaklarini aktive ettigi gosterilmistir [91].

Lityumun GSK-3 inhibisyonu, enzimin direkt magnezyum hassas bolgesine
baglanmakla ve indirekt 6zel N-terminal serine alt bolgelerinin fosforillenmesinin
artirilmasiyla olmaktadir [92]. Trankripsiyonel seviyede doz bagimli GSK-3B
ekspresyonu lityum modiilasyonunun mRNA transkripsiyonunun inhibisyonu
sonucunda olmaktadir. GSK-3, seratonerjik, dopaminerjik, kolinerjik ve
glutamaterjik norotransmitter sistemlerini direkt olarak diizenler [93]. Bu
norotransmiter sistemlerindeki degisikliklere bagli, disregiille GSK-3 depresyon, BB

ve sizofreni ile iligkilendirilmistir [94].

GSK-3; Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH), Spinoserebellar
Ataksi tip 1, multiple skleroz, frajil X sendromu, Down sendromu, travmatik beyin
hasar1 ve iskemik inme gibi bir¢ok noropsikiyatrik hastaligin patogenezinde rol
almistir [73]. Beyinde atipik hiperfosforile tau proteininden sorumlu kinaz ve AH’da
cekirdek patoloji olan amiloid birikiminden sorumludur. Lityumun terapdtik
konsantrasyonlari, GSK-3 inhibisyonu araciligiyla, yasayan hiicrelerde ve noronlarda
tau fosforilasyonunu oOnemli miktarda azaltarak agrege olmus, ¢Ozlinmeyen tau

seviyelerini azaltir [95].

GSK-3B’nin azalmasi ve B-cateninin artmasi, kanonik Wnt sinyal

mekanizmasinin [96] iki birimini olup lityumun uyardigi hippokampal progenitor
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hiicre ¢ogalmasinda etkilidir. GSK-3, uzun donemli depresyon ve uzun donemli
potensiasyon ile 6grenme ve hafizayi etkileyerek bilissel islevleri diizenler. Periferal
ve santral sinir sisteminde pro ve antiinflamatuar sitokin iiretimini dengeleyen, T-
hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve hayatta kalimi etkileyen kinaz olup inhibisyonu
antiinflamatuar yanit olusturur. GSK-3 inhibisyonu ve genetik inaktivasyonu, hayvan
modellerinde, antidepresana benzer yanitlar ve giiclii antimanik yanitlar
olusturmustur. B-catenini overexprese eden transgenik hayvanlar ile lityum verilen
hayvanlar karsilastirilarak elde edilen davranigsal degisiklikler, lityumun terapotik
etkisinin GSK-3 inhibisyonu ve ardil B-catenin artisiyla etkidigini gostermektedir
[97].

Bcl-2’nin lityum araciligiyla upregiilasyonu, insan beyninde gri cevher
hacminin artarak noropil genislemesini ve sadece antiapoptotik degil ayni zamanda
hasar sonras1 axonal yenilenmeyi de uyardig1 goriilmiistiir. Ilging olarak, kiiciik doz
lityum verilmesi (plazma seviyesi 0,35mM) frontal kortekste Bcl-2 seviyesinin
artmasina ve BDNF mRNA ve BDNF promoter IV aktivitesinin ve ayni zamanda
BDNF reseptorlerinin (TrkB) sigan koteksi noron kiiltiiriinde aktive oldugunu
gostermistir. BDNF seviyelerinin hipokampiis, frontal ve temporal kortekste kronik
lityum ve valproate tedavisi sonrasi arttig1 bildirilmistir. BB hastalarinda lityumun
BDNF seviyelerini korumasi ve artirdigi, lityum profilaktik etkinligi ile seviyeleri
arasinda G6timik hasta populasyonunda iligki bulundugu bildirilmistir. Lityumun in
vivo ve in vitro preklinik galigmalarda, noronal ayakta kalim ve plastisitede etkili
diger norotrofinlerin (nerve growth factor(NGF), glial cell line-derived neurotrophic

factor, vascular endothelial growth faktor(VEGF) ekpresyonunu artirir [98].

Lityum, siklik adenozin monofosfat sinyal iletim yolunu etkileyerek
norotrofik etkiler Uretir. Bu etki bazal adenil siklaz aktivitesinin artmasi ve ayni
zamanda reseptoOr tarafindan uyarilmis cevaplarin azalmasi yoluyla oldugu preklinik
ve klinik caligmalarda gosterilmistir. cAMP’in fizyolojik etkileri primer olarak
protein kinaz A, santral sinir sisteminde ana hedeflerinden birisi CREB,
glutamaterjik sinapslarin adaptif yanitlarinda ana rol oynar, norotrofinler igin
noroprotektif ve uzun dénem noroplastisitede etkilidir. Gergekte, CREB araciligiyla

extracellular-regulated kinase (ERK)/ mitogen-activated protein kinase (MAPK)
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yolagi, BDNF transkripsiyonunu baglatir ve Bcl-2 expresyonu indiikler. Terapdtik
olarak etkili konsantrasyonlarda, lityum ve valproate ERK/ MAPK kaskadin insan
noroblastom SH- SYS57 hiicrelerinde in vitro, sican beyinlerinde hippokampiis ve

frontal korteks norotrofik etkileri aktive eder [99].

Deneysel caligmalar kronik lityum verilmesinin, primer serebellar, serebral
korteks ve hipokampal ndron kiiltiirlerinde, norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol alan NMDA reseptor (NMDAR) aracilt eksitotoksisiteye karsi
neredeyse tama yakin koruma sagladigini buldu. Bu noroprotektif etki, kiiciik doz
(0.1-0.6 mM) lityum ile elde edilip NMDAR ile iliskili kalsiyum igeri giriginin
inhibisyonu ile iligkilidir. Lityum etki mekanizmasi, NMDAR2B subunitinin yapisal
fosforilasyonun azalmasina, Fyn ile katalize olan, Src tirozin kinaz ailesi iiyesidir
[91]. Beyin iskemisi, NR2A’nin Src- iligkili tirozin fosforilasyonu artirmakla bilinir,
NR2A’nin Src ve Fyn ile iliskisi postsinaptik densite 95’1 mediye eder. Lityum,
serebral iskemi sonrasi sican hipokampiisinde NR2A fosforilasyonunu ve
postsinaptik densite 95 ile iliskili Src ve Fyn’i azalttig1 gosterilmistir [100]. Kronik
lityum tedavisi, glutamatin indiikledigi c-Jun-N- terminal kinaz, p38 kinaz ve
aktivator protein-1 transkripsiyon faktdr baglanmasini antagonize ederek sitotoksisite
izerinde ana rol oynar, serebellar graniil néronlarinda glutamat tarafindan uyarilmis

CREB fosforilasyonunu baskilar.

Inozitol tilkenme hipotezine gore, fosfatidilinozitol yolagi lityum terapdtik
etkileri i¢in ana yolaktir. Lityum; enzimin katalitik boliimiinden yarigmali olarak
Mg’ un ayrilmasini saglar, IMP ve inositol polyphoshate-1 aktivitesini direkt olarak
inhibe eder. IMP ve inositol polifosfat-1 inhibisyonu, inozitol geri alimini engeller,
intraselliiler seviyelerinin azalmasma ve fosfoinozitol dongiisiiniin inhibisyonuna
sebep olur. Myo-inositol seviyelerinde azalma, IMP inhibisyonu ile indiiklenmis
diacylglycerol iiretimi yoluyla, protein kinaz C seviyelerini ve aktivitesini azaltan alt
yolaga sahiptir [101]. Kronik lityum tedavisi sonrasi, protein kinaz C seviyesi ve
aktivite azalmasi hiicrelerde ve sicanlarda gosterilmistir. Protein kinaz C inhibiyonu,

antimanik etkileri tiretmekten sorumludur.

Son zamanlarda, lityum IMP aktivitesini inhibe edip ve inozitol-1,4,5

trifosfosfat seviyelerini azaltip otofajiyi indiikleyen mekanizmasi bulunmustur.
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Otofaji, sitoplazmik proteinlerin ve organellerin parcalandigi, hiicresel strese birincil
yanitta taninan, ndronal islev ve hayatta kalmada onemli bir diizenleyicidir. Hatali
katlanmis hastaliga sebep olan proteinlerin birikimiyle karakterize norodejeneratif
hastaliklarda (AH, PH, Hungtington, ALS) kalite kontrol islevlerinde faydali

olduguna inanilmaktadir.

Lityumun iki hedef inhibisyonu, IMP ve GSK-3B otofaji lizerinde ters etkiler
gosterir, bu doz bagimhidir. Lityum, IMP’yi kii¢clik dozlarda inhibe edip otofajiyi
indiiklerken; yiiksek dozlarda GSK-3B’nin inhibisyonu indiikleyerek mammalian

target of rapamycin (mTOR) aktivasyonu ile otofajiyi azaltir.

Hiicre ayakta kalmasinda rol oynayan kinaz PI3K inhibisyonu, anti-apoptotik
serin-threonine Akt-1 kinaz aktivasyonu bloklayarak noronal hasara sebep olur. Bu
apoptotik yolak, primer serebellar noronlarda PI3K aktivitesini artirarak kronik
lityum maruziyeti ile 6nlenir. Akut lityum maruziyeti kortikal néronlar1 , fosfolipaz

C yolag ile PI3K ile diizenlenmis intraselliiler kalsiyum artis1 ile kortikal noronlar

korur[102].

Son c¢aligmalar, lityum tedavisinin mitokondriyal solunum hizini artirdigs,
oksidatif stresi azalttigi, oksidatif strese karsi DNA’y1 korudugu, mitokondriye
kalsiyum girisini modiile ettigini gostermektedir. Akut maninin lityum ile
tedavisinde ve lityum verilmesi sonrasi depresif belirtilerde klinik iyilesme pro-
oksidatif stres markerinda azalma ile iligkilidir. Saglikli kisilerde lityum oksidatif
stresi antioksidanlar1 artirtp prooksidanlari azaltarak etkiler. Nitrik oksit (NO),
oksidatif stresi aktive eden en Onemli intraselliiler ikincil messengerlardandir.

NMDAR aktivasyonu, NO iiretimini sorumlu NO sentaz aktivasyonu artiririr [103].

Hasar sonras1 ndronal hayatta kalimi artirmakla, lityum hipokampal nérogenezisi
artirir [104]. Memelilerde, yeni ndronlar subventrikiiler bolge ve hipokampal dentat
girusta liretilmeye devam etmistir. Daha 6nce var olan olgun dentat graniil hiicreleri
ile yenidogan ndronlar biligsel islevlerde primer rol alan DG’ta hipokampiis
isleyisinde 6nemli olan ayricalikli elektrofizyolojik 6zelliklerde (6r. Artmis intrinsik
kolay uyarilabilirlik, artmis sinaptik plastisite, GABAerjik inhibiyona azalmis

hassasiyet) LTP indiiksiyonu icin diisiik esik seviye rol alir. Bozulmus yetiskin
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norogenezis noropsikiyatrik hastaliklar ve norogelisimsel hastaliklarda gozlenmistir.
Yetigkin hipokampal kok hiicrelerde azalmis cogalma ve farklilagsma kapasitesi,
hafiza disfonksiyonu ile iliskili olup yetiskin noérogenezisin hastalikla iliskili bilissel
bozukluklarin terapétik hedefidir. Bir¢ok preklinik ¢alisma, lityumun noronal
progenitor hiicrelerin farklilagmasini, olgunlasmasini ve islev gérmesini uyardigi

gorilmistiir[105].

24



5. MATERYAL VE METOD

5.1. Deney dizayni ve deneysel gruplar

Istanbul Medipol Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi
sonrasi farelere biitiin miidahaleler ve deneyler yapilmistir. Deneyler oncesinde ve
sonrasinda fareler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde kendilerine
ayrilmig odalarda tutulmustur. Fareler, standart pelet yem ve musluk suyu ile
kisitlamasiz beslendi. Bu ¢aligmada kullanilan 8-12 haftalik erkek Balb-C (28-42 gr)

susu fareler rastgele olarak gruplara ayrilmistir.

Akut donem etkilerin tespiti i¢in, travmatik beyin hasarinin hemen sonrasi tek
doz kontrol (saline, 2mmol/kg, intraperitoneal (ip) , n=8), lityum klorid (2 mmol/kg
ip, n=8) tedavileri verilmistir. Travmatik beyin hasarininda profilaktik lityumun
etkisinin tespiti i¢in, hasardan onceki 3 giin boyunca 24 saat araliklarla lityum klorid

(2 mmol/kg,ip, n=8) verilmis, son dozdan 24 saat sonra hasar uygulanmistir.

Kronik dénem igin; travmatik beyin hasar1 hemen sonrasi ve 48. saatten baslayarak
her giin, 35 giin boyunca ii¢ ayr1 grupta; kontrol (saline, 2mmol/kg, n=10), lityum
klorid (2 mmol/kg ip, n=10) ve lityum Klorid (0,2 mmol/kg ip, n=10) tedavisi

uygulanmstir.
5.2.Deneysel travmatik beyin hasar1 modeli

Travmatik beyin hasarinin kliniginin heterojen dogasindan yola ¢ikarak,
bircok hayvan modelleri olusturulmustur. Calismalarda en ¢ok kullanilanlari, sivi
perkiisyon hasari, kortikal vuru hasari, agirlik diisiisii vurusu hizlandirma hasari,

patlama hasaridir [106].

Calismamizda, sivi nitrojenle soguk travmatik beyin hasar1 daha Once
uygulanmis olan protokoliin sekillendirilmesi sonrasi yapilmistir [8]. Balb-C
farelerde; ketamin hidroklorid (4 mg/kg) ve xylazine hidrokloriir (11 mg/kg)
kombinasyonu ile anestezi altina alindiktan sonra, sterotaksik araca yerlestirilir.

Rektal 1s1 homotermik battaniye ile 36,5- 37, 0 C'de tutulur. Dura iizerine 60 saniye,

25



bregmanin 2,5 mm posteriorundan 2,5 mm e lateraline dogru, sivi nitrojenle
dondurulmus-bakir prob aracili (u¢ yarigapi= 2,5 mm) olusturulan travma modeli

uygulanmistir. Daha sonra kafa derisine dikis atilmistir.

5.3. Deneyin sonlandirilmasi ve beyinden érnek alinmasi

Akut donem grubunda son dozdan 24 saat sonra; kronik donem Tigli
grubunda ise 35. giin son dozlar verildikten 3 saat sonra sakrifiye edilmistir. Post-
travmatik iyilesme siirecinde beslenmeye devam eden akut donem grubundaki
hayvanlar; travmadan 24 saat sonra 4% isofloran ile derin anestezi sonrasi dekapite
edilip beyinleri ¢ikarilmig, kuru buz iizerinde dondurulmus ve bregma seviyesinden

koronal kriyostat ile 18 um dilimlere ayrilmistir.

5.4.Cresyl Violet Boyamasi

Cresyl violet, noronlar ve hiicre ¢ekirdeklerindeki nissl taneciklerini
gostermek i¢in kullanildi. Nissl tanecikleri hiicrenin protein sentezinin yapildigi
alanlar1 belirler. Ana bilesen ribosomlardir. Boyanan bdlgeler aktif protein sentezinin
devam etmesini ya da hiicrenin canliligini gosterir. Noronun karsilastigi her tiirli
hasara karsi hassastir, basofilik nissl cisimcikleri pargalanir. Alinan kesitlere,

belirtilen protokol ¢ercevesinde cresyl violet boyamasi yapildi.

Tiim gruplardaki her bir hayvan i¢in, beyin haritalandirmasinda belirlenen
dort ayr1 seviyeden alinan her bir kesit i¢in klasik immiinohistokimya yontemi ile
boyama yapilmistir. -20 °C buzdolabinda korunan kesitler, 30 dakika oda
sicakliginda kurutulmustur. Salelere yerlestirilen slaytlar 7 dakika PFA ile bekletilip
dH20 ile yikanip saleler degistirildi. Calkalayic1 kullanilarak 5 dakika PBS ile
yikanip tekrar dH20 ile yikandi. Slaytlar 2 dakika masa iizerinde, 13 dakika
calkalayici lizerinde Cresyl Violete maruz birakildi. Slaytlar 6nceden hazirlanan ve
sirastyla %70, %90, %95, %100 (5 sn) alkolden geg¢irilip, 2 tane Xylene salesi
hazirlanarak 1. Salede 2-3 dakika, 2. salede ise 1-2 dakika bekletildi ve son olarak
lizerlerine cam pastor pipet ile mounting medium damlatilarak kurutmaya birakildi.

Boyanan kesitlerin hasar alani, Image J programi (National Institute of Health,
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Bethesda) kullanilarak belirlendi, kontralateralden ipsilateralin ¢ikarilmasi ile birlikte

hasar sonrasi olusan atrofi hesaplanmistir [107].

5.5.DNA kiriklariin In-sitii hiicre 6liim kiti (TUNEL) ile belirlenmesi

DNA kiariklarinin in sitii olarak taninmasi ve hiicre 6liimiiniin belirlemesi i¢in
TUNEL kiti (11684795910, Roche, ABD) kullanilarak apoptotikhiicre tayini
yapilmistir. -80 °C’den ¢ikarilan kesitler, 30 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakilmis, sonrasinda %4’lilkk PFA soliisyonu igerisinde once oda sicakliginda 10
dakika daha sonra da +4 °C’de 10 dakika bekletilmistir. Fiksasyon bitimindePBS
cozeltisinde yikanarak, membran gecirgenligini saglayabilmek icin kesitler 2 dakika
buz iizerinde Triton-X-100 (X100, Sigma Aldrich, ABD) deterjan1 ve tri-
sodyumsitrat di-hidrat (1.064.481.000, Merck, ABD) igeren soliisyonda, sonra 1
dakika boyunca 750 Watt mikrodalga igerisinde tri-sodyumsitrat di-hidrat pH 6,0
soliisyonda inkiibe edilmistir. Kesitler PBS ¢ozeltisinde yikanmistir.Oda sicakliginda
bloklama soliisyonunda 30 dakika inkiibe edilip enzim ve substrat iceren TUNEL
karisimi igerisinde 70 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Son olarak hiicre
cekirdeginin goriintiilenebilmesi i¢in DAPI boyamas1 yapilmistir. Her hemisfer igin;
kortekste esit biiylikliikte dokuz ayr1 alanda; hipokampuste Cal bolgesi igin dort,
Ca2 bolgesi icin bir, Ca3 bolgesi i¢in bir, DG (dentat girus) icin dort alanda;
striatumda bes ayr1 alanda; hipotalamusta iki ayr1 alanda hiicre sayimi yapilmstir.

TUNEL (+) hiicreler sayilarak her grup i¢in ortalama degerler hesaplanmustir.

5.6. Hiicreici sinyal yolaklar ile ilgili proteinlerin seviyelerinin Western Blot

yontemiyle belirlenmesi

Protein ekspresyon ¢aligmalar1 i¢in travmatik beyin hasarindan 1 giin ve 35
giin sonra sakrifiye edilen farelerin hasarli ve hasarli olmayan hemisferleri izole

edilmistir. Dokular protein izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmustir.

5.6.1.Protein izolasyonu

-80 °C’ den ¢ikartilan dokulara lizis solisyonu (1 M Tris-HCI, 5 M NaCl,
Triton-X-100, 0,5 M EDTA, protease inhibitor coctail; 20-201, Millipore, ABD)
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ilave edilip ve homojenize (Silent Crusher S,; Heidolph, Almanya) edilmistir.
Ornekler 20 dakika buz {izerinde inkiibasyonun ardindan 14000 rpm’ de +4 °C’de 15
dakika santrifiij edilmis, slipernatantlar (iist faz) pelletlerden ayrilarak alikotlanmistir

[107], [108].
5.6.2.Protein konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi

Protein konsantrasyonlari Qubit® Protein ¢aligma kiti (Q33211; Invitrogen,
ABD) kullanilarak Qubit Fluorometer 2.0 (Q32866; Invitrogen, ABD) cihaz1 ile
Olciilmiistiir. Konsantrasyon ol¢limlerine gore esitlenip 20png/10 pl olacak sekilde
hesaplanmis, 2X Laemmli buffer (161-0737; Bio-Rad, ABD) ile karistirilip 70 °C’de

10 dakika bekletildiktenhemen sonra +4 °C’deki kirik buzun tizerine alinmistir.
5.6.3. Western Blot

Any kD™ Mini-PROTEAN jelin (456-9036, Bio-Rad, ABD) kuyucuklarina
20 pg/10 pl’er olacak sekilde yiiklenerek 50 V’da 5 dakika, daha sonra 100 V’da bir
saat ve en son 150 V’da bir saat daha yiiriitiilmistiir. Ardindan Bio-Rad Transblot
Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti kullanilarak (170-4272; Bio-Rad,
ABD)  jeller  poliviniliden  diflorit (PVDF)  membranlara  transfer
edilmistir. Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T) ile hazirlanmis %
5’lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1 saat bloklamanin
ardindan +4 °C’de gece boyu bloklama soliisyonunda seyreltilen primer antikor (P-
GSK3-3a/B(#8566, Cell Signaling Technologies), GSK3-3a/p(#5676, Cell Signaling
Technologies), p-Akt( #4060, Cell Signaling Technologies), Akt ( #9272,Cell
Signaling Technologies), p-Erk( #9101, Cell Signaling Technologies), Erk( #9102,
Cell Signaling Technologies), p-p38( #9211, Cell Signaling Technologies), p-38(
#9212, Cell Signaling Technologies), p-p53( #9289, Cell Signaling Technologies), p-
53( #9282, Cell Signaling Technologies), p-Jnk( #9255, Cell Signaling
Technologies) ve Jnk ( #9252, Cell Signaling Technologies) ile inkiibasyona
birakilmigtir. Ertesi giin TBS-T ile 3 kere beser dakika boyunca yikanan
membranlara bloklama soliisyonunda hazirlanan sekonder antikor ilave edilmis ve

membranlar oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.Deteksiyon soliisyonu (
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Clarity™ Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad, ABD) eklenip membranlar,

ChemiDoc MP ( Biorad) goriintiileme sistemi kullanilarak gortintiilenmistir.

5.6.4. Stripleme

Membranlar strip soliisyonu ile muamele edilerek 50 °C sicakliktaki su
banyosunda 20 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. TBS-T ile 3 kere beser
dakika boyunca yikanarak, bloklama asamasindan itibaren izlenen protokol farkli bir
antikor (t-p44/-42, 9102, CST; t-p38, 9212, CST veya Beta-aktin, 4970, CST)

kullanilarak tekrar edilmistir.
5.6.5. Hipokampiiste Cift Immiin Boyama ile Norogenez Analizi

Ayni hayvanin komsu beyin kesitleri, %4 PFA’da sabitlenir. PBS ile kalan
PFA’lar yikanir. 1 saat boyunca, % 0.3 Triton X-100 (PBS-T) ve % 10 normal keci
serumu (G9023, Sigma) iceren 0.1 mol/l PBS i¢inde bloklandi. Kesitler 4° C
derecede, Alexa Fluor 555 konjuge monoklonal tavsan anti-NeuN (MAB377Ab5;
Millipore) inkiibe edildi. Ertesi giin, kesitler BrdU boyamasi i¢in 37 © C derecede
HCI ile gecirgen hale getirildi. Daha sonra, kesitler tekrar bloklandi. Daha sonra
tekrar, 90 dakika boyunca sican anti-BrdU (ab6326; Abcam) ve ardindan 1 saat
boyunca keci anti-sigan Alexa Fluor 488 (A110006; Thermo Fisher Scientific) ile
inkiibe edildi. Daha sonra kesitler, 4’,6- diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile karsit
boyand1 ve konfokal mikroskop (LSM 780, Carl Zeiss, Jena, Germany) kullanarak
analiz edildi. Hipokampiiste, BrdU/NeuN pozitif hiicrelerin ortalama sayisi, her bir

ilgilenen bodlgenin alan1 (ROI= 62,500 um?2) olacak sekilde analiz edildi.
5.6.6. Degerlendirme ve istatistik

Tiim sonuclar ImageJ programinda analiz edilmistir. Her bir proteinin optik
yogunluk degerinden arka plan (background) cikartildiktan sonra, degerler endojen
kontrol olarak kullanilan beta-aktin proteinine gore optimize edilmistir. Kontrol,
lityum klorid hemen hasar sonrasi, lityum klorid profilaksi tedavi gruplar1 arasindaki
zamana bagh degisimler tek-yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve akabinde
borderzLSD post-hoc testi kullanilarak SPSS programinda yapilmistir. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5.7. Fonksiyonel geri kazanim ile ilgili testler

Ilk davranis testleri, travmatik beyin hasar1 oncesi taban cizgi (baseline)
olusturmak amaciyla yapilmistir. Fonksiyonel noropsikiyatrik iyilesme operasyondan

sonra 3., 14., 28. ve 35. giinlerde yapilan davranis testleri ile degerlendirilmistir.
5.7.1. RotaRod ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi

Travmatik beyin hasar1 sonrasindaki motor koordinasyonlarindaki
degisimlerin belirlenmesi amaciyla, fareler kendi gevresinde hiz1 giderek artan (4’
den 40 rpm’ e 245 saniyede) bir silindir {izerinde kalabildikleri siire (en fazla 300
saniye) degerlendirilmistir. Her test 5 kez tekrarlanmis ve ortalama deger alinmustir.
Operasyon Oncesi ve sonrast 3., 14., 28. ve 35. gilinlerde gruplar arasinda ve zamana

gore karsilastirilmistir [107].
5.7.3.Aydinhik- Karanlik testi ile anksiyetenin degerlendirilmesi

Parlak 1sikla aydinlatilmis alanlara karsi igsel kacinma ve hafif stresorlere
kars1 spontan arastirma davranislarinin arastirilmasina yonelik testtir. Test aygiti iki
esit parcaya boliinmiis, karanlik giivenilir bolim ve aydinlik kagimilan bdliimden
olusmaktadir. Anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesinde anahtar,
aydinlatilmig, korunmayan alani kesfetme istegidir. 10 dakika test siirecinde, iki
boliim arasindaki girig- ¢ikis sayisinda ve her bir boliimde harcanan zamana bunun
etkileri yansir. Operasyon Oncesi ve sonrast 3., 14., 28. ve 35. giinlerde gruplar

arasinda ve zamana gore karsilastirilmistir.
5.7.3. Kuyruktan Asma Testi ile depresyonun degerlendirilmesi

Depresyon  degerlendirilmesinde  kullanilan  bir test olup fareler
kuyruklarindan baglandiktan sonra hareketli kaldiklar zamanin
degerlendirilmesinden ibarettir. Bes dakika boyunca farelerin kagma benzeri

davraniglar1 6l¢timlenir [109].
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5.8. istatistik

SPSS programi kullanilarak istatistiksel testler yapilmistir. Gruplar arasindaki
farklar tek yonlii (one-way) varyans analizi (Analysis of variation, ANOVA)
kullanilarak, en diisiik anlamli farklilik testiyle analiz edilmistir (least significant
difference, LSD test). Davranis deneylerinde sonuglarin zamana bagli olarak
degerlendirilmesi igin tekrarli Glglimler varyans analizi (repeated measurements,
ANOVA) yapilmustir. Biitiin degerler ortalama+standart sapma olarak verilmis. *
isareti kontrol grubuna gore isaretli grubun, # isareti kontroliin disindaki diger gruba
gore isaretli grubun istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde farkli oldugu ifade
edilmistir.*p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edilmistir [107].
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6. BULGULAR

6.1. Akut dénemde hasar hacmi

Akut donemde, travmatik beyin hasarmin etkilerinin belirlenmesi igin bir
giinliik deney setinin kesitlerine cresyl violet boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasi
kesitler fotograflanmis, hasarli ve hasarsiz hemisfer, korpus kollozum, striatum,
hipokampiis alanlar1 Image J programi kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Hasarl1 hemisferin
olmas1 gereken alanindan, hasarsiz hemisfer alanin ¢ikarilmasindan yola cikarak
O6dem orani hesaplanmig ve gruplarin ortalamasi alinmistir. Hasar hacmi ise, hasarsiz

hemisfer alanindan,hasarli  hemisferin  hasarsiz  hacminin ¢ikarilmast ile

hesaplanmustir.
Hasar Hacmi
80
60 [ X .
E 40
£ 'I'
20
0 r r
Kontrol Profilaktik Akut

Sekil 6.1.1: Akut donem grubunda hasar hacimlerinin karsilastirmasi1 (Mean+
SD)

Sekil 6.1.1°de goriildiigi lizere, akut donemde, kontrol saline- hasar sonrasi
hemen tek doz lityum 2 mmol/kg- hasar oncesi 3 giinlik profilaktik 2 mmol/kg
lityum tedavi gruplarinda hasar alan1 ve hasar hacmi travmatik beyin hasarindan 24
saat sonra olgiildii. Kontrol grubu hasar hacmi 46, 85+ 23,2 mm? olarak 6l¢iildii ve
ozellikle hasar sonras1 hemen tek doz lityum grubunda hasar hacminde %50’ye yakin
bir azalma gézlemlendi. Akut lityum grubunda 23,8+ 14,92 mm?, profilaktik lityum
grubunda 26,16 + 12,51 mm? hasar hacmi dl¢iildii. Akut lityum grubu ile kontrol
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grubu arasinda istatiksel olarak (p= 0.025) anlamli farklilik gézlemlendi. Fakat

kontrol ile profilaksi ve lityum ile profilaksi gruplari arasinda bir farklilik goriilmedi.

Akut dénemde, kontrol saline - hasar sonrast hemen tek doz lityum 2 mmol/kg- hasar
oncesi 3 giinlik profilaktik 2 mmol/kg lityum tedavi gruplarinda 6dem hacmi
travmatik beyin hasarindan 24 saat sonra hesaplandi. Kontrol grubu 6dem hacmi 0,98
+ 1,75 mm?3, Lityum grubunda 18,87 + 11,87 mm?3, profilaktik lityum grubunda 1,73
+ 7,57 mmPhasar hacmi &lgiildii. Lityum grubu, profilaktik lityum ve kontrol
grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde farkli gozlemlendi (p<0,01). Lityum
grubunda kontrole gore ve profilaktik lityum grubuna gore istatiksel olarak anlamli

daha fazla 6dem izlenmistir.
6.2. Akut donemde TUNNEL ile apoptotik hiicre sayisinin tespiti

Akut dénemde kontrol (kontrol), li¢ giinliik profilaktik lityum (profilaksi) ve
travma sonrast lityum ( akut lityum) gruplarinda, TUNNEL boyama ile travma
sonrast apoptotik hiicre sayisi tespit edilmistir. Her hemisfer i¢in; kortekste esit
biiyiikliikkte dokuz ayr1 alanda; hipokampuste Cal bolgesi i¢in dort, Ca2 bolgesi igin
bir, Ca3 bolgesi i¢in bir, DG (dentat girus) icin dort alanda; striatumda bes ayri
alanda; hipotalamusta iki ayri alanda hiicre sayimi yapilmistir.Sekillerde korteksten

ve hipokampiisten tiim alanlardan elde edilen sonuclar verilmistir.

DNA fragmentation (Cortex)
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Sekil 6.2.1: Akut donemde kortekste TUNNEL(+) hiicre sayis1 (Mean + SD)
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Sekil 6.2.1de goriildiigii tizere, akut donemde kortekste, profilaktik (3,62+
1,68) ve akut lityum (3,41+ 2,07) verilen gruplarda kontrol grubuna (9,26+ 7,2) gére
istatiksel olarak anlamli bir sekilde apoptotik hiicre sayisinda azalma tespit

edilmistir(p<0,05).

DNA fragmentation (Hippocampus)
14 | ]
7

Control Prophylactic Acute

28 4

21 4

TUNNEL(+) cellsisqr

Sekil 6.2.2:Akut donemde hipokampiiste TUNNEL(+) hiicre sayisi(Mean + SD)

Sekil 6.2.2°de goriildiigi lizere, akut donemde hipokampiiste, akut lityum
(4,5+ 3,73) verilen gruplarda kontrol grubuna (15,664 10,04) gore istatiksel olarak
anlamli bir sekilde apoptotik hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir(p<0,05).
Profilaktik lityum grubunda (7,92+ 7,9) ise kontrol grubuna goére apoptotik hiicre

sayisinda azalma izlenirken, istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir(p>0,05).
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6.3. Akut donemde protein miktarindaki degisimler (Western Blot Sonuglari)

Phosphorylated Akt
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Sekil 6.3.1: Fosforile/ toplam Akt ytizdeleri

Sekil 6.3.1°de goriildiigii tizere, lityum grubunda p-Akt/t-Akt, kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur(p<0,05).

Profilaksi grubunda ise, kontrol ve lityum grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olmasa da daha diisiik bulunmustur(p>0,05).

Phosphorylated Erk-1
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Sekil 6.3.2: Fosforile/ toplam Erk-1 yiizdeleri

Sekil 6.3.2°de goriildiigii tizere, lityum grubunda, p-Erk-1 /t-Erk kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur p<0,05).

Profilaksi grubunda ise, kontrol ve lityum grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olmasa da daha diisiik bulunmustur(p>0,05).
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Phosphorylated Erk-2
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Sekil 6.3.3: Fosforile/ toplam Erk-2 yiizdeleri

Sekil 6.3.3’te gorildiigl lizere, lityum grubunda, p-Erk-2 /t-Erk kontrolve
profilaksi grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Profilaksi grubunda ise, kontrol ve lityum grubuna gore istatiksel olarak

anlamli olmasa da daha diisiik bulunmustur(p>0,05).

Phosphorylated JNK-1
p-INK-1 46kDa- T b - -—
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Sekil 6.3.4.: Fosforile/ toplam Jnk- 1 yiizdeleri
Sekil 6.3.4’de gortldigi tizere, P-Jnk- 1 / t-Jnk {i¢ grup arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir(p>0,05).
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Phosphorylated JNK-2
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Sekil 6.3.5 : Fosforile/ toplam Jnk- 2 yiizdeleri

Sekil 6.3.5’te gorildigi tizere, lityum grubunda, P-Jnk-2/ t-Jnk kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05). P-

Jnk-2/ t-Jnk igin profilaksi grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak daha
diisiik saptanmistir(p<0,05).

Phosphorylated p38
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Sekil 6.3 6: Fosforile/ toplam p38 yiizdeleri

Sekil 6.3.6°da gortildiigii tizere, p-p38/ t-p-p38 i¢in {i¢ grup arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0,05).
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Phosphorylated p53
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t-p53 53kDa-

120
3 L -
5
3 80
S
=
8
S 40
a

0 .
Control Prophylactic Acute

Sekil 6.3.7: Fosforile/ toplam p53 yiizdeleri

Sekil 6.3.7°de goriildiigii tizere, p-p53/ t-p-p53 i¢in {i¢ grup arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
Phosphorylated Gsk-3a
p-Gsk3a 51kDa-  —
t-Gsk3a 51kDa-
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Sekil 6.3.8: Fosforile/ toplam Gsk-3a yiizdeleri

Sekil 6.3.8’de gortldigi tlzere, lityum grubunda, p- Gsk3a/ t-Gsk3a,
kontrole gore istatiksel olarak anlamli daha yiiksek diizeyde saptanmistir(p<0,05).
Profilaksi grubunda, p- Gsk3a/ t-Gsk3a kontrole ve lityum grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde daha diisiik bulunmustur (p<0,01).
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Phosphorylated Gsk-38

p-Gsk-3B 47kDa- -
p-Gsk-3B 47kDa- S L —
1507. HH
°
IS
Q =
O 100 *%
S
= I
(]
O
o 50
o
0 )
Control Prophylactic Acute

Sekil 6.3.9: Fosforile/ toplam Gsk-3p yiizdeleri

Sekil 6.3.9°da goriildigii tizere, lityum grubunda p- Gsk3p/ t-Gsk3, kontrole
gore istatiksel olarak anlamli daha yiiksek diizeyde saptanmistir(p<0,01). Profilaksi
grubunda, p- Gsk3p/ t-Gsk3p kontrole ve lityum grubuna gore istatiksel olarak
anlamli bir sekilde daha diisiik bulunmustur (p<0,01).

6.4. Kronik donemde fonksiyonel geri kazanim ile ilgili testler

Kuyruktan Asma Testi fle Hareketlilik Zamaninin Degerlendirilmesi

Tail suspension Test

(Mobile)
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Sekil 6.4.1: Kuyruktan asma testi hareketlilik siireleri

Sekil 6.4.1°de gorildigi tizere, li¢ grup birbiriyle karsilastirildiginda 35.
giinde, lityum 2 mmol/kg grubunun lityum 0,2 mmol/kg ve kontrole gore hareketlilik
stiresinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Anlamli farkliliklar ise, 14. giinde kontrol
ile lityum 2 mmol/ kg grubu arasinda ( p< 0,01) ve 28. giinde lityum 2 mmol/ kg ile
lityum 0,2 mmol/kg ( p< 0,01) arasinda goriilmistiir.
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Tail Suspension Test
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Sekil 6.4.2: Kuyruktan asma testi hareketsizlik siireleri

Sekil 6.4.2°de goriildiigii lizere, en az hareketsizlik siiresi olan grup lityum 2

mmol/kg olarak izlenmistir.
Rotarod Testi Ile Motor Koordinasyonun Degerlendirilmesi

Motor coordination
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300
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2 —g— Control
g 200 )
o —0—-02It
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U T . T T ]
Oth 3rd 14th 28h 35th day

Sekil 6.4.3: Motor koordinasyon testi

Sekil 6.4.3’te gorildiigl iizere, li¢ grup birbiriyle karsilagtirildiginda benzer
egilim izledigi goriilmiistiir. Gruplar arasinda istatiksel anlamli fark gozlenmemistir.
Lityum 2 mmol/kg grubunda diger gruplara gore istatiksel olarak anlamli olmasa da

daha 1yi motor koordinasyon izlenmistir(p>0,05).
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Aydinhik- Karanlik Testi ile A¢ik Alanda Gegirilen Zamanin Degerlendirilmesi

Dark- Light Test (Anxiety)

400 - ( Time in the dark zone)
350

300 4
250 4
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T T —t T+t
-50 4 Oth 3rd 14th 28th 35th day

Sekil 6.4.4: Aydinlik- karanlik testi karanlikta gecen siire

Sekil 6.4.4°te goriildiigii lizere, karanlikta alanda gegirilen siirenin, 35. giinde
birbirine benzer oldugu, bazeline gore azaldig1 gozlenmistir. Gruplar arasinda her

giin icin istatiksel olarak fark izlenmemistir.

6.5.Kronik donemde Cresyl- Violet ile beyin alanlarinin karsilastirilmasi

Beyin Hacmi
1:Kontrol

400
320 L [ 2:Lityum 0,2 mmol/ kg

Oé 240
£ 160 3: Lityurm 2 mmol/ kg

80

0

Sekil 6.5.1: Kronik donemde beyin hacimleri

Sekil 6.5.1°de goriildiigii lizere, beyin hacimleri karsilastirildiginda, ti¢ grup

arasinda istatiksel olarak anlaml fark gozlenmemistir(p>0,05).
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Hasar Hacmi
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Sekil 6.5.2: Kronik dénemde hasar hacimleri

Sekil 6.5.2’de goriildiigi iizere, ili¢ grup arasinda hasar hacimleri
karsilagtirildiginda, lityum 2 mmol/kg grubu kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli olarak daha kiiglik hacme sahiptir(p<0,05). Lityum 0,2 mmol/kg grubu

kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa sa daha kiigiik hacme

sahiptir(p>0,05).

Striatum (Ipsilateral)

. i ey

24

Sekil 6.5.3: Kronik donemde ipsilateral striatum hacimleri

Sekil  6.5.3’te  goriildigli  tizere, ipsilateral  striatum  alanlar
karsilastirildiginda, lityum 2 mmol/kg grubunun kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde daha biiyiik bir alana sahip oldugu gézlenmistir(p< 0,05).
Ipsilateral striatum alani, lityum 0,2 mmol/ kg grubu ile kontrol grubu birbirine

benzerdir.
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Striatum (Contralateral)
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Sekil 6.5.4: Kronik donemde kontralateral striatum hacimleri

Sekil 6.5.4’te  gorildiigii  iizere, kontralateral striatum alanlar

karsilagtirildiginda, ti¢ grup arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05).

CorpusCallasum (Ipsilateral)
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Sekil 6.5.5: Kronik donemde ipsilateral korpus kallosum hacimleri

Sekil 6.5.5’te goriildiigii lizere, ipsilateral korpus kallosum alanlar
karsilastirildiginda; lityum 2 mmol/kg grubunun kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde daha biiyiik alana sahip oldugu (p<0,05); lityum 0,2

mmol/kg grubu kontrol grubuna gore benzer korpus kallozum alanina sahip oldugu

goriilmistiir (p>0,05).
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CorpusCallosum (Contralateral)
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Sekil 6.5.6: Kronik donemde kontralateral korpus kallosum hacimleri

Sekil 6.5.6’da goriildiigli lizere , lic grup arasinda, kontralateral korpus

kallosum alanlar1 arasinda fark gézlenmemistir (p>0,05)

Hippocampus(Ipsilateral)
i
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Sekil 6.5.7: Kronik donemde ipsilateral hipokampiis hacimleri

Sekil 6.5.7°de  goriildiigli lizere, Iipsilateral hipokampiis alanlar
karsilastirildiginda, lityum 0,2 mmol/kg grubu kontrole gore istatiksel olarak anlamli
daha kiigiik hacme sahip oldugu goézlenmistir(p<0,05). Lityum 2 mmol/kg grubu,
kontrole gore istatiksel olarak anlamli olmasa da daha kiiciik hacme sahip oldugu

gbzlenmistir(p>0,05).
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Hippocampus(Contralateral)
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Sekil 6.5.8: Kronik donemde kontralateral hipokampiis hacimleri

Sekil 6.5.8’de goriildiigli  lizere, kontralateral hipokampiis alanlar

karsilastirildiginda, ti¢ grup arasinda anlamli fark gozlenmemistir(p>0,05), ancak

lityum 0,2 ve 2 mmol/kg gruplar1 kontrole gore istatiksel olarak anlamli olmasa da

daha kiiciik hacme sahiptir.

Hemisphere(Ipsilateral)

20071

1601 I I

mm3

801

401

Sekil 6.5.9: Kronik donemde ipsilateral hemisfer hacimleri

Sekil 6.5.9’da  goriildiigii  tizere, ipsilateral hemisfer alanlar

karsilastirildiginda, ii¢ grup arasinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05).
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Hemisphere(Contralateral)
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Sekil 6.5.10: Kronik donemde kontralateral hemisfer hacimleri
Sekil 6.5.10°da  goriildigli  lizere, kontralateral hemisfer alanlar

karsilastirildiginda, {i¢ grup arasinda anlamli fark gézlenmemistir(p>0,05).

6.6. Hipokampiiste Cift Inmiin Boyama ile Norogenez Analizi

Cell proliferation

Lithium 0.2 Lithium 2

NeuN Brdu

BrdU/NeuN

BrdU/NeuN/DAPI
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Sekil 6.5.11 : Kronik donemde hipokampuste hiicre profilerasyonun ve

norogenezin BrdU/ NeuN immunohistokimyasal boyama ile gosterilmesi
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Hipokampliste atrofinin taninmasindan sonra, hipokampiiste noérogenez
analizi yapildi. Hiicre cogalmasi, olgun ndronlart belirten NeuN boyamasi ile
hipokampiis seviyesinde koronal kesitte analiz edildi. NeuN pozitif hiicrelerin sayisi,
hipokampiiste on iki farkli ROI’den elde edildi. BrdU’nun hiicre bdliinmesi
sirasinda, hiicresel DNA’ya baglanmasini1 gosteren BrdU pozitif hiicrelerin yiizdesi,
0.2 mM lityum grubunda, hem lityum 2 mM hem de kontrol grubundan anlamli
Olclide daha azdi. Benzer sekilde, norogenez, ipsilateral hemisferde NeuN-+BrdU
pozitif hiicrelerin yiizdesi, 0.2 mM lityum grubunda, hem lityum 2 mM hem de
kontrol grubundan anlamli 6l¢iide daha azdi1 (Veri ort £ SS, *p<0.05 kontrol grubuna
gore , # p<0.01 / ## p<0.01 0.2mM lityum grubu ile kiyaslandiginda).

6.7. Oliim Oranlar

Akut donemde, kontrol grubuna dahil olan 9 fareden biri ilk 24 saat i¢inde
Olmistiir. Hasar sonrasi tek doz lityum verilen 11 hayvandan bir tanesi operasyon
sirasinda kanamaya bagl, iki tanesi ilk 24 saat i¢inde Olmiistlir. Profilaksi
grunundaki 6 hayvanda 6liime rastlanmamaistir. Kronik donemde, her ii¢ gruba 10’ar
hayvan dahil edilmis olup lityum 2 mmol/ kg grubunda ilk 24 saat i¢inde 3 hayvan,
lityum 0,2 mmol/kg grubunda ise 1 hayvan ilk 24 saat icinde 6lmiistiir. Ik 24 saat
icinde kontrol grubunda 6liime rastlanmamistir. Kontrol grubunda 13. Giinde 1
hayvan, 19. Giinde 1 hayvan; Lityum 0,2 mmol/kg grubunda 15. Giinde 1 hayvan

Olmiistiir.
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7.TARTISMA

Bu tezde lityumun trvamatik beyin hasarit sonrasi in vivo sartlarda akut
donemde; 1) noronal hayatta kalim, hasar hacmi, ii) apoptotik hiicre 6limdi, iii) 6liime
ve hayatta kalima aracilik eden sinyal iletim yolaklari, kronik dénemde; iv) beyin
alanlar1 ve hasar hacmi, v) islevsel diizelme ve davramigsal degisikliklerin

arastirilmasi amaglanmistir.
Akut donemde hasar hacmi ve apoptotik hiicre oliimii

Travmatik beyin hasarinin farmasotik tedavisi i¢in bir¢cok kapsamli ¢alisma
yapilmis olsa da, FDA tarafindan onaylanan herhangi bir ila¢ su ana kadar
bulunamamustir [4], [110]. Akut lityum 2 mmol/kg’in travmatik beyin hasari sonrasi
hemen enjeksiyonu, profilaktik lityum grubuna benzer sekilde hasar hacmini azalttig
gbzlenmistir. Calismamizda profilaktik 3 giin boyunca uygulanmistir. Profilaktik
lityum 5-7 gin kadar daha uzun siire verilmesi, ilacin stabil plazma
konsantrasyonuna ulasip hasar hacminin daha ¢ok azalmasii saglayabilir. Lityumun
orta dereceli kontrollii TBH oncesi 14 giin boyunca giinliik 1 mmol/kg ip olarak
verildigi ¢aligmalardan birinde, kronik lityum tedavisinin hemisferik doku kaybini
azaltigr gosterilmistir [111]. Lityum glutamat eksitotoksitesini, oksidatif stresi,
NMDA reseptor aktivasyonunu azaltma kapasitesine sahiptir [112]. NMDA
reseptoriine bagli kalsiyumun igeri girisini inhibe ederek, lityum kalsiyum
homeostazina katkida bulunur ve kalsiyuma bagli proapoptotik sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu azaltir [113]. Akut ve profilaktik lityum kullanimi hipokampiis ve
kortekste apoptotik hiicre Sliimiinii azaltti. Lityum, akut fazda apoptoz i¢in en ¢ok
travmatik beyin hasariin oldugu bolgede hiicre sayisi1 azaltmakta etkindi. Profilaktik
lityum grubunda apoptozdaki azalma akut lityum grubuna goére daha azdi. Akut ve
profilaktik lityum uygulanmasinin, apoptotik hiicre sayisi ile hasar hacminde azalma

tizerindeki sonuclar1 birbirine benzer seyirde izlendi.
Akut donemde hayatta kalim yolaklar

Travmatik beyin hasarinda lityumun kullanilmasiyla, hiicrenin ayakta kalma
yolaklarinda neler degisiyordu? Lityumun akut ya da profilaktik olarak verilmesi

nasil etkiler ? Lityum GSK- 3 direkt olarak inhibe eder, indirekt olarak Akt, protein
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kinaz A ve C’nin serin fosforilasyonunun artirilmasi GSK-3’ i inhibe eder[113]. Akt
ve Erk yolaklar1 iki ayr1 hayatta kalim yolagi olsa da, lityumun her {i¢ grupta iki
yolak iizerinde de benzer sekilde davrandigi gozlenmistir. Lityum, MEK( mitojen
aktive kinaz)- ERK(ekstraselliiler regiile kinaz) sinyal yolagi araciligiyla noronal
islev, sinaptik plastisite ve hayatta kalim diizenlenmesiyle ilgili olarak diizenledigi
goriilmektedir[114]. Lityum, ERK ve protein kinaz B fosforilasyonu artirir ve fare
N2a noroblastom hiicrelerinde (N2a) norit biiylimesini tetikler. MEK inhibitori ile
MEK/ ERK sinyal yolaginda MEK inhibisyonu ndrit biiyiimesini inhibe eder, ama
lityum tedavili N2a hiicrelerinde Akt aktivasyonu artirir. Dahasi, fosfoinositol-3-
kinaz (PI3K)/ Akt sinyal yolaginin PI3K inhibitorii ile inhibisyonu, lityum ile
uyarilmig ERK aktivasyonu ve lityum ile indiiklenmis norit biiyiimesini artirir. N2a
hiicrelerinde lityum ile uyarilmis nérit biiytimesi, MEK/ ERK ve PI3K/ Akt sinyal
yolaklar1 arasinda karsilikli etkilesim ile diizenlenir ve MEK/ ERK yolaginin
aktivasyonunu gerektirir[115]. MEK/ ERK yolaginin aktivasyonu, LiCl indiikklenmis
norit biiyiimesi i¢in gereklidir. Lityumun akut kullanimifosforile Akt ve Erk 1/ 2

seviyelerini artirirken; profilaktik lityum kullanimi seviyelerini azaltir.

GSK3a ve GSK3p genel olarak biyolojik rolleri benzesmektedir, bircok
baglamda islevsel olarak fazlasiyla gosterilmistir [116]. 1ki izoformun kinaz
altbirimleri %98 oraninda benzer aminoasit dizilimlerini paylasir, kinaz inhibitorleri
GSK3a ve GSK3p ayrimini saglayamayacak gibi géziikmektedir[75]. Sadece lityum
direkt olarak GSK3 aktivitesini (hem o hem de P) terdpatik seviyede inhibe eder
[92]. Akut lityum grubunda, fosforile GSK- 3a ve GSK3p kontrol grubundan daha
fazla iken, profilaktik lityum grubunda kontrol grubuna gore daha azdir. ERK, GSK-
3B gibi bir¢ok altyolak efektor sistemlerini diizenler [5]. Lityum ayni zamanda iyi
bilinen GSK- 3B fosforilasyonu MEK/ ERK yolag aracilifiyla etkiler, bdylece

ribozom S6 kinaz araciligiyla bu kinazi inhibe eder[117].

c- Jun N-terminal kinaz (JNK, stres ile aktive olmus kinaz olarak da
adlandirilir) ve p38 kinaz, MAP kinazlarin ERK ailesini birlikte olustururlar. JNK in
vitro ve beyinde, noronda apoptoz ve dejenerasyonun potent etkileyicileridir[118].
JNK-1’in fosforile seviyeleri {i¢ grup arasinda farklilik gostermezken, akut lityum

grubunda hafif bir artis gézlenmektedir. Profilaktik grupta JNK-2 fosforile formlar1
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kontrolden daha az izlenmistir. GSK- 3, c- Jun stres cevabini pozitif yonde etkilerken
su anda bu etkilesimin nasil oldugu bilinmemektedir. Noronlarda, c- Jun stres
cevabinin GSK- 3 ile diizenlenmesi indirekt olarak, c- Jun’un GSK-3 ile direkt
fosforilasyonunu saglayarak c-Jun DNA baglanmasini azaltir [119]. Lityum, kanonik
JNK/ c- Jun stres yolagini noronlarda inhibe eder [120]. Yiiksek doz glukoz
tarafindan indiiklenmis norotoksisite iizerinde, islem Oncesi lityum (1 mmol/ kg/ 7
giin) tedavisinin PC12 hiicrelerinde mitokondrial apoptozu, JNK ve p38 MAPK
yolagini inhibe ettigi gosterilmistir [121]. Calismamizda, fosforile p38 seviyeleri ti¢

grup arasinda farklilik izlenmemistir.

Calismamizda, profilaktik ya da akut lityum uygulanmasi ilk giin fosforile p53
seviyelerini degistirmemistir. Islem oncesi 7 giin lityum tedavisi, glutamat tarfindan
indiiklenmis p53 ve Bax ekspresyonundaki artigi dnlemistir ve Bel-2 seviyesi yliksek
seviyede kalmasma sebep olmustur[122]. Lityumun terapotik seviyeleri(0.5-1.0
mM) proapototik p5S3 mRNA seviyelerini azaltir, daha yiiksek seviyeler daha belirgin
azalmaya sebep olmustur. P53 kaybi, tedavi sonrasi ilk giinde gézlendi ve 5-7 gilinde
en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Fosforile p38, Jnk-1, p53 seviyelerinde akut ve
profilaktik lityum seviyelerinde fark bulunmamasinin sebebi, ilacin doz ve uygulama

stiresi ile degerlendirmenin yapildig1 zamana bagl oldugu diisiiniilmiistiir.
Kronik donemde davranis deneyleri

Travmatik beyin hasarindan 3 giin sonra, kontrol grubunda hareketlilik zamani
istatiksel olarak anlaml olmasa azaldi. 14. Giinde, hareketlilik zamani lityum 2
mmol/ kg disindaki gruplarda belirgin olarak azaldi. Lityum 2 mmol/ kg grubu, hem
14. Giinde hem de 28. Giinde lityum 0,2 mmol/ kg ve kontrol grubuna gore istatiksel
olarak daha hareketli olarak tespit edildi. Lityum 2 mmol/kg grubunu, kuyruktan
asma testinde 35. glinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli, lityum 0,2 mmol/kg
grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da en fazla hareketlilik zamanina sahip
olan grup olarak izlendi. Hafif TBH sonrasi, 24 saat kadar kisa bir siirede depresyon
tetiklenmis olarak gozlendi [97]. Gsk-3 inhibitorleri, lityum, L803- mts islem
oncesinin verilmesi hafif TBH sonrasi tetiklenmis depresyonu oOnler [97]. Selektif
GSK- 3 inhibitorlerinin kullanimi, proapoptotik hasara karsi noroprotektif —etki

gostermektedir [123] ve antidepresif etkiler tiretmistir[124]. TBH, ERK 1/2 ve JNK’
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y1 iceren MAPK iiyelerinin aktivasyonunu tetikler[125] ve profilaktik lityum
bunlarin aktivasyonunu onlese de selektif inhibisyonlar1 depresyon iizerinde etkisini
gosterecektir. Hipokampal dentat girusun nérogenezde ve anksiyete ve depresyon ile

iliskili ~ davramislarin = diizenlenmesininde  yer aldigiyla ilgili  kanitlarla

desteklenmektedir[126].

Rotarod testinde motor koordinasyon degerlendirildiginde, 0., 3. ve 14. Giinde
kronik setin ii¢ grubunda da benzerdi. 28. Ve 35. Giinde, 2 mmol/ kg motor
koordinasyonu digerlerinden daha iyi olsa da, bu performans bizim ¢alismamizda
beligin izlenmedi. Lityum, TBH sonras1 rotorad ve 1sin yiirlime performansinda kisa
ve uzun dénemli motor defisitleri azaltmistir [127]. Ince motor koordinasyonu Slgen
151n yiiriime testinde, lityumun subeffektif dozunun hasar sonrasi 14 ve 21. Giinde

yararl etkileri gozlenmistir [22].

Anksiyete seviyelerinin tespiti i¢cin aydinlik/ karanlik testinde aydinlikta gecen
stirenin kronik setin her tiggrubunda da ilk giin itibariyle azaldigi gozlenmistir.
Ancak lityumun diisiik ve yiiksek dozlarinin anksiyete seviyeleri iizerinde herhangi
bir etkisi tespit edilmemistir. 10. Giinde 2 mm lik hasar sonrasi, agik alan testinde
merkezde gecirilen siireden saptananlityuma bagli anksiyeteyi azalttigr goriilmiistiir
[127]. Bu farklhilik, anksiyete seviyelerinin tespiti i¢in farkli metodlarin

kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir.
Kronik donemde beyin bolgeleri ve hasar hacmi

Kronik sette iic grup, beyin hacmi ve 0zel beyin boélgeleri acisindan
degerlendirildiginde, her ii¢c grupta da beyin hacimlerinin benzer oldugu
gbzlenmistir. Lityum 2 mmol/kg, hasar hacmini Istyum 0,2 mmol’kg a gbre daha
fazla azaltmistir. Hasar sonrasi 1,5, 2 ve 3 mEq/ kg lityum uygulanmasi, TBH
sonrasi hasar hacmini belirgin olarak azaltmistir [127]. Lityumun, kronik hasar
oncesi ve sonrasi uygulanmasiyla birlikte hasar hacmininin azaldig1 gozlenmistir
[128]. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde, subeffektif lityum ve valproik asitin tek
basina uygulanmasi, hasar hacmini azaltmada ve kan beyin bariyerinin bozulmasinin
azalmasindaki etkisinin yetersiz oldugu goriilmistiir [22]. Lityum 0,2 mmol/ kg

hasar hacmini azaltmig olmasimna ragmen, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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istatiksel olarak afarkli degildir. Hasarin ipsilateralinde, striatum ve karpus kallozum
alanlarinin her ikisinde lityum 2 mmol/kg kontrole gore daha fazala alana sahipti.
Bu farklilik hipokampiiste gozlenmedi. Diisiik doz lityum tedavisi, nérodejenarayon
ve noroinflamasyonun kalic1 inhibisyonunu saglayarak yararh etkiler olusturabilir
ancak bu istatiksel olarak anlamli diizeye ulasmadi.Akut degil ancak kronik lityum
verilmesi, hipotalamus, hipokampus veya beyin sapt degil ancak substantia nigra,
frontal korteks ve nukleus akkumbens gibi substance-P igeren dopaminle iliskili

bolgelerin alaninda artisa sebep olmustur [129].,

Kronik donemde, lityumun davranis {zerindeki etkileri incelendiginde;
kontrol grubuna gore rotarod ile degerlendirilen motor koordinasyonda daha dnce
yapilan c¢alismalardakine benzer sekilde etkilemedigi goriilmiistiir. Depresyonun
degerlendirilmesinde kullanilan kuyruktan asma testinde ise, 35. giinde aralarinda
anlamli fark olmasa da lityum 2 mmol/ kg’in lityum 0,2 mmol/kg ve kontrolden daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda lityumun etkin dozlarda
depresyon iizerindeki etkisi gosterilmistir. Orneklem sayisinin artirilmasi ve 6zellikle
lityum 2 mmol/kg grubunda Kkarsilagilan hayvanlarin bzai davraniglarinin
yorumlanmasi bu etkinin daha iyi gosterilemesine yardimci olacaktir. Ac¢ik alan
testinde ise, hareketlilik zamanlar1 arasinda herhangi bir farklilik izlenmemistir.
Lityum 2 mmol/kg grubunda, 35. Giinde arastirict davranislarin belirginlestigi
gozlenmistir. Acik-karanlik alan testinde ise, yine a¢ik alanda harcanan zamanlar
benzerdir. Giris ¢ikis sayilarinin karsilastirilmasi, daha 6nceki galigmalarda oldugu

gibi daha degerli bilgiler verebilir.
Hipokampiiste Cift Immiin Boyama ile Norogenez Analizi

Lityumun limbik ve subkortikal gri cevherde hacimlerinde etkisi bipolar
hastalarinda kisa donemde amigdala iizerinde, uzun donemde her iki yap1 iizerinde
de izlenmistir[130]. Lityum tedavisinin uzun doénemli etkisi, Bipolar- 1 hastalarinda
goriilen yararl etkisi, uzun donem tedavide kalic1 iken[131] kisa donemli tedavide
kalic1 degildir[132]. Kronik lityum uygulanmasi strese bagli dentritik budanmay1 her
iki bolgede[133,134] glutamerjik sinyalin azalmasi ile yenilerken, lityumun akut
karni¢i enjeksiyonu kalsiyuma bagli NO3 seviyelerini azaltir[135]. Aksine, kisa

donemli lityum tedavisi, hipokampiiste glutamatin indiikledigi kalsiyum seviye
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artisgin1 verimli bir sekilde diizenlemez[136]. Bipolar hastalik mekanizmasinda,
sinaptik plastisite ile ilgili 6nemli Ol¢lide kanit vardir[137,138]. Hipokampal
kiiciilmede etkili bir diger faktor, TBH nin parietal korteks iizerine uygulanmasi
sonucu, indirekt olarak hipokampiisteki sinaptik plastisiteyi etkilemis olmasidir.
Shim vd g¢aligmasinda, dentritik dallarin lityum ile 4 hafta boyunca tedavi edilerek
lityuma bagli uzun donemli potansiyelizasyonun artirildigr gozlenmistir[139,140].
O’Leary vd. lityumun ventral hipokampiiste hiicre ¢ogalmasini stres altinda artirdig
gozlenmistir. Lityum tarafindan indiiklenmis hiicre ¢ogalmasi , yeni dogan hiicrelerin
baslangigta azalmasma yanit olarak olusmustur[141]. Yenidogan hiicrelerin
cogalmaktan ziyade devri, stres ile iligkili hastaliklarin uzaysal ve hafiza ile iligkili
bozukluklarinin tedavisinde etkilidir[142,143]. Lityumun, yenidogan hiicreler
lizerinde ¢cogalmasi ve ayakta kalmasi hakkinda bilgiler yeterli degildir. Kronik stres
altinda yenidogan hiicrelerin ayrilma ve yeniden dogusu, yasa bagl ve farklilasan
0zel cevaplarina gore degisir. Lityum tedavisi ventral hipokampiiste dorsal
hipokampiise oranla daha belirgin etkisini gosterir[144]. Kronik lityum tedavisi si¢an
hipokampiisiinde apoptotik hiicre sayisin1 artirmig, halen hiicre sayisinda net bir
kazan¢ elde edilmesine neden olmustur, bu da lityumun devinimindense hiicre
cogalmasim artirdigin1 gostermistir[145]. Diger caligmalar, lityumun dentat girusta
BrDU isaretli yenidogan hiicre sayisimi artirdigini gostermistir[146,147]. Tim bu
caligmalar lityumun hiicre ayakta kalmasinda, iki yonli etkisi oldugunu ve
noroprotektif etkinin baskin oldugunu gostermistir. Hipokampal atrofiye yol agcanin
hipokampal toksisite neden oldugunu sdylemektense, 35 giinliik lityum tedavisinin
hiicre apoptozu ve yeni hiicre olusmas1 arasindaki dengenin daha az hacme sebep
olan yeniden sekillenme islemine neden oldugu hipotez edilebilir. Alternatif olarak
beyin hacmi sabit oldugu i¢in, hipokampiisteki artis striatum ve korpus kallozumdaki
artisa oranla az olmasi sebebi ile hipokampiis hacminin azalmis olarak hesaplanmis
olmasidir. Hipokampal hiicre c¢ogalmasinin bazal artisi C57BL/6’de BALB/c
farelerine gore daha fazladir[148, 149, 150]. Diger taraftan,sadece diisiik doz lityum
grubunda azalmis ndrogenez izlenmistir. Yiiksek doz lityum grubunun aksine,
depresyona benzer davramiglar diisik doz lityum grubunda etkilenmemistir.

Sonuglarimiz,  nodrogenezin diisiik doz lityum grubunda azalmis oldugunu
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gostermesine ragmen, yiikksek doz grubunda goriildiigii gibi depresyona benzer

davraniglarin gelismesi ile de kompanze edilebilir.

Molekiiler, hiicresel ve klinik calismalardan elde edilen kanitlar, bipolar
bozukluk noroplastisite teorisini onerir, bu TBH patofizyolojisinde yer alan néronal
devreler i¢indeki bozulmus sinaptik iletisiminin hastalik tarafinda uyarilmis
ndroplastisiteye neden oldugu noktadir[151,152]. Lityum patolojik siireci durdurur,
sinaptik plastisiteyi uyarir, bu da hastaliga bagli noroplastisitenin yenilenmesine
sebep olur[140].Bipolar bozukluk hipokampal beyin MRI’lar1 iizerinde yapilan
calismalar, olas1 karistiric1 faktorler sebebi ile tutarsizdir[153]. Kisa donem lityuma
maruziyet, hipokampal hacimlerde artis ile iliskili goziikiirken[154], hastalik
maruziyetinin hipokampiis tizerindeki negatif etkisinin lityum etkisi gézetlenerek test
edilmesi gerekiyor[155]. Lityum kisa donemde noroprotektif etkilere sebep olurken
uzun donemde norotoksik etkilere sebep oldugu belirtildi. Bu durumda, kortikal
atrofi ve bilissel bozukluklarin uzun dénem lityum kullanima ile iliskisi oldugu[156]
ve bunlarin yaglanmaya bagli inflamasyon ile iliskili olabilecegi diisiiniildii. Tsai vd
siiregen inflamasyonun yaslh bipolar hastalarda, hipokampus ve gri cevher
hacimlerinde azalma ile iliskili olabilecegini, bu durumun hastalik siiresinden, lityum
ve antipsikotik tedavisinden bagimsiz oldugu gosterdi[157]. Uzun siireli lityum
tedavisi goren Bipolar- 1 hastalarinda, hipokampiis, talamus ve amigdala
hacimlerinde tedavi gormeyen ve saglikli kisilerle[ 158] kiyaslandiginda artis oldugu;
kisa donemli degil ancak uzun donemli lityum tedavisinin 6zel hipokampiis
altbolgeleri lizerinde hastalik ilerlemesi ile iligkili noroprotektif etkileri oldugu

gosterildi[159].
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8. SONUC

Sonuglarimiz, lityumun Akt, Erk 1/ 2, Gsk 3 o/f mekanizmalari iizerinden
travmatik beyin hasarinina gore zamanlamasina gore, Ozellikle korteks ve
hipokampiiste noroprotektif etkilerinin oldugunu gdstermistir. 24 saatten sonra,
proapoptotik protein seviyelerindeki degisimlerin gézlenmesi i¢in yeni ¢alismalar
gerekmektedir. Yiiksek doz lityumun kronik uygulanmasi, O6zellikle depresyon
tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu, az miktarda motor koordinasyonu etkiledigi,
anksiyete iizerinde ise herhangi bir etkisinin olmadig1r gozsterilmistir. Yiiksek doz
lityum korpus kallozum alanlarini artirmis, ilging olarak hipokampiis alanlari

degistirmemistir.

Sekil 8.1: Lityumun etki yollar1 (Quaertini vd. [130]’dan alinmistir.)
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