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1. GIRIS ve AMAC

Risperidon, sizofreni tedavisinde kullanilan bir atipik antipsikotiktir (1).
Antipsikotik ilaglarin  etkilerini, dopamin hipotezine dayanarak gdsterdigi
bilinmektedir. Dopamin hipotezi, sizofrenide dopamin yolaklarinda anormallik
oldugunu ileri siirer (2). Sizofrenide mezokortikal yolakta azalmis dopamin
aktivitesi, mezolimbik yolakta ise artmis dopamin aktivitesi oldugu ileri siiriilmiistiir.
Antipsikotik ilaglar etkilerini mezolimbik ve mezokortikal yolaktaki dopamin

reseptorleri lizerinden gostermektedir (3).

Antipsikotik ilaglar tipik ve atipik antipsikotikler olmak {izere ikiye ayrilir
(4). Haloperidol gibi tipik antipsikotikler yalmizca D, reseptor blokaji yaparak
sizofreninin pozitif semptomlarinda anlamli diizelme saglarken, apati, konfiizyon,
sosyal cekilme gibi negatif semptomlart ve mental fonksiyonlardaki progresif
kotiilesmeyi diizeltemez. Bu durumdan hareketle 1950°’li yillarin sonlarinda
sizofreninin hem pozitif hem negatif semptomlarina etki etmeyi hedefleyen, psikotik
semptomlardaki kotlilesmeyi oOnledigi gorlinen atipik antipsikotikler piyasaya

stiriilmistiir (5).

Dopamin hipotezi, sizofrenideki psikiyatrik semptomlar ve dopamin

kinetikleri arasindaki iligkiyi aciklarken, etiyolojisini tam olarak agiklayamaz (6).

Sizofreninin etyopatogenezini anlamaya yonelik yapilan noéroanatomik
calismalarda, artmis ventrikiiler voliim, kiigiilmiis temporal loblar, talamus ve
nukleus akumbenste hiicre sayisinda anlamli diizeyde azalma oldugu gosterilmistir.
Sizofreni ve alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda uzun yillar i¢cinde
gelisen noronal atrofi ve hiicre yikimi oldugu gosterilmistir. Sizofrenide noronal
atrofinin apoptozis kaynakli oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (1). Asir
serbest radikal iiretimi ya da oksidatif stresin sizofrenili hastalarin patofizyolojisinde
rol oynayabilecegini gosteren artan sayida kanit vardir (7). Noronal hiicre 6liimii
birgok yolla olabilir: SSS’nin normal embriyolojik gelisimi sirasinda goriilen
apoptozis, normal yaslanma silirecinde ve norodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde de rol oynuyor gibi goriinmektedir. Apoptotik hiicre 6liim yolu

oksidatif stresle aktive olabilir.



PCI12 hiicreleri, noroblastlar ve noronlara benzer 6zelliklere sahiptir. Rat
feokromasitoma hiicre hatt1 (PC12), néronlarin hiicresel biyolojisi ile ilgili ¢alismak
i¢in 1yi tanimlanmis bir modeldir. PC12 hiicreleri néronal tamir, ndroprotektivite ve

ndrotoksisiteyi iceren mekanizmalari arastirmak i¢in ¢ok yaygin kullanilir (1, 5).

H,0,, enzimatik oksidaz aktivitesinin dogal bir yan {iriiniidiir, serbest
radikallerin endojen kaynagidir ve hiicresel diizeyde oksidatif strese katkida bulunur.
Kortikal néron hiicre kiiltiiriinde ve PC12 hiicre diizeyinde ekzojen H,O,’in, endojen
antioksidan savunma sisteminin koruma kapasitesinin Otesine gecerek oksidatif
stresi, apoptozis ve hiicre nekrozunu arttirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (5).
Atipik antipsikotiklerden klozapin, olanzapin, ketiapin ve risperidonun PC12
hiicrelerini, H,O, ve MPP"’in indiikledigi hiicre &liimiinden korudugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Atipik antipsikotiklerin, PC12 hiicrelerini de igeren degisik
hiicre dizilerinde sitoprotektif etkinligi oldugu da bildirilmistir (1, 8). Fakat hangi

mekanizma tizerinden etkinlik gosterdigi bilinmemektedir.

Bir¢ok sizofreni hastasinda olanzapin, risperidon ve ketiapin gibi atipik
antipsikotiklerle yapilan erken miidahalenin, hastaligin ciddiyetini azalttig1 ve hastay1
yataga bagimli hale getiren sizofreni semptomlarinin gelismesini  Onledigi

gosterilmistir (5, 9).

Sizofreni etyopatogenezini agiklamaya yonelik bir diger hipotez, membran
fosfolipid hipotezidir. Sizofrenik hastalarin eritrosit, trombosit membranlarinda
ozellikle dokozahegzaenoik asit (DHA) ve arasidonik asit olmak iizere poliansatiire
yag asitlerinin seviyesinde azalma oldugu gosterilmistir (6, 10, 11, 12). Bu bulgular,
sizofrenide omega-3 yag asitlerinin olas1 terapdtik etkilerinin arastirilmasina yonelik
ilgi artisina yol agmustir. Yapilan plasebo kontrollii, ¢ift-kor ¢alismalarda, balik
yaginin (omega-3 yag asitlerinden DHA ve EPA igerir) hastalarin prodromal
donemden ilk epizoda ge¢cmelerini 6nledigi ve ilk psikotik atak geciren hastalarda
daha diisiik dozda antipsikotik tedavisi gerektirdigi bulunmustur (12, 13, 14). Yine
sizofreni hastalarina EPA (eikozapentaenoik asit) verilerek yapilan plasebo
karsilagtirmali, randomize kontrollii ¢ift-kor ¢alismalarda, total PANNS skorlarinda
azalma, azalmis antipsikotik doz gereksinimi ve daha az tardif diskinezi ortaya

ciktig1 gosterilmistir (6, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20).



Sizofreni biiyiik oranda norogelisimsel, yapisal ve davranigsal anormalliklerle
iliskilidir ve tedaviyle ya da tedavisiz siklikla progressif seyreder. Etyopatogenezi
tam olarak aydinlatilamamistir. Etyopatogenezinde defektif genlerden kaynaklanan
norogelisimsel  anormallikler ve  prenatal-neonatal enfeksiyonlar, dogum
komplikasyonlari, aclik, maternal malniitrisyon, ilag-alkol kétiiye kullanimi, dogum
mevsimi, cinsiyet, dogum sirasi, yasam stili v.b gibi genetik olmayan faktorlerin
oldugunu gosteren kanitlar vardir. Deneysel olarak, bu genetik olmayan faktorler,
hiicresel metabolik strese neden olur ve siklikla oksidatif stresle sonuglanir (21).
Beyin, oksidatif hasara daha duyarlidir. Clinkii yliksek oksijen basinct ve reaktif
oksijen tiirlerine (H,O,, siliperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri) duyarli olan
proteinler, lipidler icerir ve DNA tamiri zayiftir. Beyin yiiksek oksijen tiikketimiyle
birlikte yliksek metabolik aktiviteye sahiptir. Diger organlara gore serbest radikal
olusturmaya egilimlidir ve antioksidan aktivitesi daha zayiftir. Antioksidan
kapasitesini asan hiicresel reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres olusumuna katkida
bulunur. Normal kosullarda Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz

gibi cesitli antioksidan enzimler, hiicreleri oksidatif hasardan koruyabilir (9, 22).
Bu c¢aligsmada:

1- Sizofreni fizyopatolojisinde One siirlilen oksidatif stres artis1 géz Oniine

alinarak; PC12 hiicrelerine H,O, vererek oksidatif stres olusturmak hedeflendi.

2- Bir atipik antipsikotik olan risperidonun néroprotektif etkinligini hangi
mekanizma tizerinden gosterdigini bulabilmek amaciyla oksidatif stres gostergeleri
olan GSH, GSH peroksidaz, Lipid Peroksidasyon ve sitozole kalsiyum akisi1 iizerine

etkilerini 6l¢mek planlandi.

3- Yine sizofrenide sozii gegen membran fosfolipid hipotezine gore; PC12
hiicrelerine H,O, vererek membran poliansatiire yag asitlerinde hasar olusturup, balik
yag1 ve risperidonun koruyucu etkinliginin olup olmadigini gérmek, hiicre GSH,
GSH peroksidaz, LP ve sitozole kalsiyum akis1 iizerine etkileri olup olmadigini

goérmek planlandi.



2. GENEL BiLGILER

2.1. PC12 Hiicreleri

Rat feokromasitoma hiicreleri olan PC12 hiicrelerinin 1976’da NGF’e yanit
olarak katekolamin (dopamin, noradrenalin) sentezledigi ve ¢cok hizli néroblast/ndron
fenotipine doniistiigli gosterilmistir (23, 24). Bu ylizden néronlarin hiicresel

biyolojisi ile ilgili calismak i¢in iyi tantmlanmis bir modeldir.

PC12 hiicreleri, néronal tamir, noroprotektivite ve norotoksisiteyi iceren
mekanizmalar1 arastirmak i¢in ¢ok yaygin kullanilir (5). Ayn1 zamanda bu hiicreler
noron Omriinii uzatma kapasitesi olan ajanlar1 digerlerinden ayirmak i¢in avantaj

saglar (1).
2.2. Oksidatif Stres
2.2.1. Serbest Radikaller

Dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron tasiyan
serbest radikaller, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen oldukga aktif
atom veya molekiillerdir. Olduk¢a kararsiz olan bu molekiiller, cevrelerindeki
molekiillerle ¢cabucak reaksiyona girme ve bu son ydriinge elektronlarini paylasma
egilimindedirler. Her tip kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis
elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini olaganiistii arttirir, dolayisiyla
serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (25). Insan viicudunda
biitiin hiicrelere hi¢bir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine
sahip olan O, yapis1 geregi radikal olmaya ¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal
denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla ‘ROT’ ifade
edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda siirekli
olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilirler
ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar. Biyolojik sistemlerdeki

en 0onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (26).



Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak
elektronlardan birinin kalarak homolitik bdliinmesi (Kovalent baglarin homolitik

kirilmast):

Yiiksek sicaklik ve yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar, kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her
biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde kalir ise, her iki atom {izerinde paylasilmamis elektron

bulunur. Sonug olarak, iki adet reaktivite diizeyi yiiksek serbest radikal olusur.
XY-X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi:

Radikal o6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasilmamig elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit,
GSH ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip

radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
X:Y—> X+Y'
3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla:

Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylagilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep
olabilir. Oy’in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidin (O, -)

olusumuna neden olur.
X e— X7
Radikal olmayan tiirler, bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal
haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,

tepkimeye giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini

ilerleterek yayarlar (27, 28).

Nitrojen molekiilleri ve Oksijen (O,) serbest radikal kaynaklaridir. O,’in
kismi indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve 0, - olugmaktadir.

Ayrica singlet oksijen ('O,) ve hidrojen peroksit (H,0,) molekiilleri, radikal olmayan



ROT olarak ifade edilirler. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise
nitrik oksit (NO-), peroksinitrit (ONOO_~), LPO sirasinda olusan peroksil (ROO-) ve
karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCls) metabolizmasi sirasinda olusan triklormetil

(CCly') radikalidir (28, 29).

Organizmadaki serbest radikallerin en dnemlisi ve biiyiik kism1 O, kaynakli
radikallerdir. O;’in toksik etkisi yoktur, ancak aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda
serbest oksijen radikallerine doniisiir. O,’in kismi indirgenmesinden, ROT arasinda
yer alan -OH ve 0, olusmaktadir. Ayrica 'O, ve HO, molekiilleri radikal olmayan

reaktif oksijen tlirevleridir (30, 31) (Tablo 1).

Tablo 1. ROT, simgeleri ve elektron yapilari

ROT Simgesi Elektron Yapisi
Siiperoksit radikali 02~ c0::0
Hidroksil radikali ‘OH *O:H
Singlet oksijen radikali '0, SOHIeL
Hidrojen peroksit H,0, H:O:: Ej: H

Stiperoksit radikali (02_~), 0O;’in indirgenmesi ile olusan ilk iriindiir. En

onemli kaynagi, mitokondriyal elektron transport zinciridir.
02 +e — Ozi'

Uzun yarilanma siireli ve diistik tepkili bir radikaldir. 0, -, 02’in oksidatif
fosforilasyon esnasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H)-oksidaz
veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliiglinde bir elektron indirgenmesi
sonucunda meydana gelmektedir. 0, ~’in yarilanma omrii hiicrelerin farkli yerlerinde
bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin varligina bagimhidir. Ayrica,

indirgeyici molekiiller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken 0, - olusur.



Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce
molekiil aerobik ortamda oksitlenirken O, - yapimina neden olurlar. Basta cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda

O, - bir iiriin olarak olusabilmektedir (25, 36).

O, ~’in dokulardaki en Snemli kaynagi, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)
fonksiyonlar1 sirasinda iiretilendir. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve
lenfositler de antibakteriyel bir ajan olarak 027- uretirler. PMNL'lerde 027' tretimi
membran bagh azalmis NAD(P)H-oksidaz santi (veya heksoz monofosfat santi)
yolu ile gerceklesir (25, 32).

hekzos monofosfat sanh « ;
2NAD(P)H + 20, > ONADP + 2H + 20,

Oz_~, ‘OH radikalinden daha zayif reaktif 6zelligi olan bir molekiil olmakla
birlikte biyolojik dokulara zarar verebilir. Hiicre hasarina neden olarak, akudz
ortamda spontan bir bicimde H,O, ve 'O, radikaline déniisebilir. 0, ~’in,
osteoklastlarin kemige yakin yiizeylerinde de bulundugu ve kemik matriks yikiminda

da gorev aldig1 gosterilmistir (33, 34).
0, + 0y +2H" — '0,+ H,0,
Ozf-, H,0, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili -OH radikaline de

doniisebilir. Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarma [demir (Fe™) ve bakir (Cu™)]

gereksinim vardir.

05 + H,0, — B3 o 0l + 0,

Oz_~’in dokulardan uzaklastirilmasi, H,O,’in spontan dismutasyonu yolu ile
olur. Bu reaksiyon SOD enzimi tarafindan da katalizlenir. H,O,, ikinci bir enzimle

[katalaz (KAT)] uzaklastirilir (25, 32, 35).

202_' + 2H+ L H,0, + O,

2H,0, AT , 2H,0+0,

Hidroksil radikali (-OH), bilinen en reaktif radikaldir. Bu radikal, DNA
sarmallarinda kirilmaya sebep olur, hidroksilasyon i¢in temel olusturur ve gen
mutasyonlarina neden olarak malign transformasyonlara veya hiicre 6liimlerine yol

acar. ‘OH ayni1 zamanda klasik serbest radikal reaksiyonunu (LPO) da stimiile etmek



yoluyla doku yikiminda rol oynamaktadir. -‘OH, membran fosfolipidlerine yakin
bolgede olusursa, lipid zincirlerini etkiler ve peroksil radikalleri, H,O, ve lipid
hidroperoksitleri gibi ara radikaller olusur. Hidroksiperoksitlerin birikimi, membran
fonksiyonlarmi bozabilir veya hidroksiperoksitler ayrisarak sitotoksik aldehitlere
doniisebilir. ‘OH, en aktif ve en toksik oksijen radikali olarak iretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verir. ‘OH, iyonlastirici radyasyonun (x-1sinlari)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi H,O,
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de
olusabilmektedir. Fe™, Cu™ gibi metal iyonlari tarafindan Kkatalizlenen bu

indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi (sekil 1) olarak bilinmektedir.

Fe™ + 0y =3 Fe™ 4+ 0y oo (D
Fe'? + HyO; ——3-Fe™ + OH + “OH .o, (1D)
Oy +Hy0p ————— 3 0 s OH + “OHuoooeeeeeeeeees (111

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi

IV ve V numarali reaksiyonlar, III numarali reaksiyonun ara basamaklaridir

(sekil 2) (37, 38).

Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan -OH, su dahil ortamda
rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler, -OH’in

paylasilmamis elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (38,

39).

CH;CH,yOH + -OH ———= CH;CH-OH, + H,0........ (IV)
0 0
CH, CH;
O/L\N 1 N H
H +: O ———— = H V)

Sekil 2. « OH radikalinin biyolojik molekiillerle reaksiyonlar1



LPO olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu, -‘OH radikalinin sebep
oldugu en Onemli hasardir. -OH radikalinin baslica hedefi, hiicre zar1 su
icermediginden dolay1 yag asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini
bozabilmekte ve geg¢irgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (25, 37,

38).

Singlet oksijen radikali ('O5), gercek bir radikal degildir. Ciinkii eslesmemis
elektron tagimaz. O,’in yiiksek enerji ile uyarilmig formu olup biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, dig yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin
degismesi ve stabilitenin bozulmasiyla olusur. O;’in kinetik olarak uyarilan bu
formu, membran lipidleri ile olduk¢a yiiksek reaktivite gosterir ve hiicre
membranindaki ¢oklu doymamus yag asitleriyle (PUFA) reaksiyona girmesiyle, lipid
peroksitlerin olusumuna yol agabilmektedir. 'O,’in yarilanma 6mrii 10° ile 107
saniye arasinda olup karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir

fakat doku hasarindaki rolii ile ilgili net bir bilgi yoktur (25, 40).

Hidrojen peroksit radikali (H,0,), enzimatik olarak O;’in iki elektron alarak
indirgenmesiyle ya da O, - radikallerinin  enzimatik veya non-enzimatik
dismutasyonu sonucu olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden
radikal ozellik tasimaz, reaktif bir tiir degildir. Giigsiiz bir oksidan olmasina ragmen
hiicre membranlarindan kolayca diffiize olabildigi i¢in ve ayrica gecis metalleriyle
Fenton reaksiyonuna girdigi i¢in hasar olusturmada yiiksek potansiyele sahiptir.
Esasen H,0,’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi Fe™ ve Cu™ gibi metal
tyonlarmin varliginda -OH radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H,O,, 6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe' ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Bu formdaki demir molekiilleri ¢ok giiclii
oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Ayrica bu radikal birtakim intraseliiler olaylar1 da tetikler, 6rnegin
bircok pro-enflamatuvar sitokinin transkripsiyonundan sorumlu niiklear faktor
kappa-B (NF-xB)’ nin oksidasyonunda rol oynar. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H,0;’in  derhal ortamdan uzaklagtirilmasi
gerekmektedir. Bu gorevi hiicrelerdeki énemli antioksidan enzimler olan KAT ve

peroksidaz enzimleri yerine getirir (41-43).
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LPO sirasinda olusan ROO-:, NO:, ONOO- ve karacigerdeki CCly
metabolizmasi sirasinda olusan CCls- oksijen kaynakli olmayan diger serbest
radikallerdir ve oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda olusan bu radikallerin

yartlanma Omiirleri birka¢g milisaniye ile dakikalar hatta saatler arasinda

degismektedir (25, 44).

Viicutta iretilen radikaller, viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun
gerceklesmesinde dnemli rol oynarlar, dogrudan tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidir. Bu molekiiller O,’in  biyokimyasal tepkimelerde
kullanilabilmesi i¢in reaktif formlara ¢evrilmesi zorunludur. Mitokondride aerobik
solunumda kullanilan O;’in % 2-5’1 bu tiir tepkimelerde kullanilmak iizere serbest
oksijen radikallerine doniistiiriiliir. Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesigin iiretimi,
eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve
sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlari i¢in serbest radikal yapimi olmazsa

olmaz bir kosuldur (25).

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynakli olarak
indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve
niiklear elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P—450), peroksizomlarda, monosit ve
notrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda iiretilir. Ayrica
bu molekiiller hiicre icerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1smlart gibi radyant enerjinin
emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi (parasetamol, nitrofurantoin
gibi), solventler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da

olusabilirler (Tablo 2).

Malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve norodejeneratif hastalik
gibi bir¢ok patolojik olayla iligkili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi;
hiicre membran1 yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen
bir reaksiyon zincirini baslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve

islevsel bozukluklara neden olmasidir (45).
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Tablo 2. Serbest radikallerin olusumu

Serbest Radikal

Olusumu

Stiperoksit (O3 -)

Hidroksil radikali (-OH)

Alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO:)
radikalleri

Hidrojen peroksit (H,0,)

Demir-oksijen kompleksi

Singlet oksijen ('O5)

Lipid ve protein hidroperoksitler

Nitrojen dioksit (NO;)

Nitrik oksit (NO)

Tiyil radikalleri

Protein radikalleri

O,’in, enzimatik veya
nonenzimatik yolla bir elektron
rediiksiyonu

Suyun radyolizi, H,O,’in
metal-katalizli

parcalanmast,

NO ve Oy - etkilesmesi
Hidroperoksitlerin metal-katalizli
Parcalanmasi

O,’in dismutasyonu, sekerlerin
Oksidasyonu

Hemoglobin, Miyoglobin, vb.
Fotosensitizasyon ile oksidasyon,
ROO:- radikalleri arasindaki
biyomolekiiler etkilesimler, hipoklorit
ve H,O, reaksiyonu

Lipid ve proteinlerin oksidasyonu

ROO- radikali ve NO reaksiyonu,
hava kirliligi ve sigara

NO sentaz, nitrozotiyol ve

hava kirliligi

Tiyollerden hidrojen atomu transferi

Proteinlerden hidrojen atomu transferi

2.2.1.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest radikaller arasindaki denge

oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipid, protein, karbonhidrat ve

DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere

neden olmaktadir (25, 46, 47):
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1) Membran Lipidleri Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller, hiicre

komponentleri ile etkilesim igine girebilmeleri i¢in hiicre membranin1i gegmek
zorundadir. Hiicre zar1, igerdigi PUFA nedeniyle oksidatif hasara olduk¢a duyarlhidir.
Yag asidi zincirinden, serbest radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun uzaklagmasi,
bu yag asidi zincirinin de radikal 6zelligi kazanmasina neden olur. LPO, PUFA’nin
radikaller ile oksidasyonu sonucu baslar, zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve
sonucunda MDA, 4-hidroksinoneal (HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO
sonucu membran biitiinliigii bozulmasi ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica

bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar.

Ikiden daha fazla ¢ift bag iceren linolenik ve arasidonik asit gibi PUFA nin
peroksidasyonu sirasinda, tiyobarbiitirik asitle Olgiilebilen MDA olugmaktadir.
MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir belirleyicisi degildir,
fakat LPO’nun derecesiyle iyi korelasyon gostermektedir. Yag asitlerinin
peroksidasyonunda olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon gegirgenliginin, enzim aktivitesinin ve
hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran &zelliklerinin
degisimiyle sonuclanir. MDA bu 6zelligi nedeniyle DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri iizerinde genotoksik

ve karsinojen etkilidir. LPO ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimstizdiir

(45, 48).

2) Proteinler Uzerinde Etkileri: Serbest radikallerin etkilerine kars1 proteinler,

lipidlere gore daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine
baglidir. Serbest radikal atagi sonucu proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu,
proteinlerin fragmantasyonu ve agregasyonu veya ¢apraz baglanmalar1 gibi yapisal
degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica bu yapisal degisiklikler, proteinin
proteolize daha duyarli hale gelmesine neden olmaktadir. Serbest radikaller,
membran proteinleri ile de reaksiyona girerek bu proteinlerde fragmantasyon ve
capraz baglanmalara neden olabilirler. Bdylece enzim, ndrotransmitter ve reseptor
proteinlerinin fonksiyonlarini bozabilir, immiin sistemi uyarabilecek antijenik

degisikliklere de yol agabilirler (45, 48, 49).
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3) Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: Karbonhidratlar {izerine de ROT’nin

etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, 0, - ve
H,0O, radikallerini meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynamaktadir. DM ve komplikasyonlarinin
gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, g6z hastaliklari, kanser,
hipertansiyon, romatoid artrit, psdriazis gibi pek ¢ok hastalikta ve yaslilikta serbest
radikal iretiminin arttigt ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz oldugu

gosterilmistir (45, 50).

4) DNA Uzerinde Etkileri: DNA iizerinde serbest radikaller, niikleik asit-baz

modifikasyonlarina, nokta mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin agilmasina,
depiirinasyona, ¢apraz baglanmalara neden olabilir. Bu etkilerin bir veya birden
fazlasinin meydana gelmesi, kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir.
‘OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol
acar; piirin ve pirimidin bazlarinda mutasyonlara neden olur. 'O, radikalinin niikleik
asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha simirlidir ancak gii¢lii bir oksitleyici
oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler igeren molekiillerle
daha kolay reaksiyona girer. 102’in, DNA hasarina yol agan -‘OH, H,O; ve 02_-’in

gecis metalleriyle reaksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir (25, 51-54).
2.2.2. Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla {iretimi, doku
hasar1 ve hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir (25). ROT’nin yarilanma Omiirleri
kisadir fakat baslattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlari ile doku hasarina sebep
olmaktadirlar. Dolayist ile serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara karsi
savunma mekanizmalart harekete gecer. Bunlar Onleyici mekanizmalar, tamir

mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalardir (25).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat
ve DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilebilmesidir. Bu siiregte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (55).
Enzimatik antioksidanlar SOD, KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD’1n yapisinda

bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum iyonu bulundugundan bu
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enzimler metalloenzim olarak da adlandirilirlar (33, 37). Hiicre i¢i ortamin aksine
hiicre dis1 ortamda gergeklesen enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise E ve
C vitamini, transferrin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten sorumludur.
SOD, GSH-Px ve KAT enzimlerinden ayr1 olarak E ve C vitamini de hiicre igi
antioksidan ozellige sahiptir. Her ikisi de hiicre membranlarindaki LPO zincir
reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda

enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirhidir (37, 47, 55).
2.2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler: SOD, KAT ve GSH-Pxdir (55).

Superoksit Dismutaz (SOD): 02_- radikalinin H,O, ve O, molekiillerine

dontisiimiinii  katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki 02,.
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yiikseltgerken, diger

O, - radikalini H,O,’e indirger (56):

0, -+0, - +2H" SOP , 0+ H0,

Memelilerde ii¢ tip SOD izoenzimi tanimlanmaistir:

1. Cinko-Bakwr (Cu-Zn) SOD: Genellikle lizozomda ve sitozolde lokalizedir.
Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) atomlar1 arasindaki kdprii histaminle saglanir. Cu atomlari
enzimatik aktiviteden sorumluyken, Zn atomlar1 enzimin stabilitesinden sorumludur.

Cu-Zn SOD’1n antioksidan savunmada ilk sirada yer aldig: diistiniilmektedir (33).

2. Manganez (Mn) SOD: Mn-SOD, mitokondriyal SOD olarak da ifade edilir,
bakterilerden yiiksek yapili organizmalara kadar birgok kaynaktan izole

edilebilmistir (57).

3. Ekstraseliiler SOD (EC-SOD): EC-SOD, ekstraseliiler bdliimlere
salgilanabilir ve hiicre yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilir, Cu-
Zn SOD gibi kofaktor olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO - aktivitesini
onledigi diistiniilmektedir (49).

Yiiksek O, kullanimi olan dokularda SOD aktivitesi, 6zellikle eritrositlerde

fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler oldiirtilmelerinde de rol
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oynamaktadir. Bu nedenle SOD graniilosit fonksiyonu ig¢in ¢ok Onemlidir.

Lenfositlerde de SOD fazla miktarda bulunmaktadir (27, 49).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat

yolunda tiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (51).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px » ROH + GSSG + H,0

2.2GSH + H,0, Ot , 2H0+0,

GSH-Px, li¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize
ederken; sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O; radikalini,

ylksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (52).

Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere farkli substratlar
kullanan iki tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O,
molekiillerini kullanip, yliksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan

formu ise sitoplazmada bulunur ve kapasitesi daha diisiiktiir (51, 53).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastiric1 olarak gorev yapan GSH-Px
diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar goérmesini engeller. Eritrositlerde
de GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Endoplazmik retikulumdan
saliman H,O,’in dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GSH-Px aktivitesindeki

azalma, H,O,’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (51).

Ayrica GSH-Px, arasidonik asit metabolizmasinin iki temeli olan
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarin aktivasyonunu arttirarak, tiimor olusumunda

anahtar rol oynar (51, 52).

Katalaz (KAT): igeriginde Fe™ bulunduran dért hem grubuna ayrilmus,

glikoprotein  yapisinda, bir hemoproteindir. SOD’in  olusturdugu H,0,’in,

peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parg¢alanmasinda rol alir (49, 54).

2H,0, RAT » 2H,0 + 0,

Hemen hemen tim memeli hiicrelerinde, KAT, agirlikli olarak eritrosit,

karaciger ve bobrekte bulunur. Kanserli dokularda, saglikli dokulara oranla daha
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yluksek miktarda bulunan KAT, o6zellikle H,O;’in yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu durumlarda etkilidir. Eritrositler, KAT aktivitesinin %98’inden fazlasini

saglamaktadir (49).
2.2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. Glutatyon (GSH): GSH, sistein i¢eren bir tripeptit yapisinda olup in vivo

sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve ekzojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar icin substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E

vitaminleri lizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (55).

GSH’un yaklasik %901 sitozolde, %10’u mitokondride ve ¢ok az bir kismi
da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecinin erken

donemdeki belirtisidir ve metabolik sinyal gorevi gorebilir (55, 56).

GSH, DNA sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitlinliigi ve bir¢ok enzim
aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre 6liimiine yol acgar (55,

57).

2. C Vitamini (Askorbik Asit):

GSH miktar1, C vitamini eksikliginde azalir.
3. E Vitamini
4. A Vitamini

5. Karotenoidler

6. a-Lipoik Asit (LA)

7. Ubikinonlar (Rediikte Koenzim Q)

8. Urik Asit
9. Bilirubin
10. Albumin

11. Transferrin

12. Seruloplazmin
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2.2.2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar, ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkl etki sekillerinden birini veya birkagini ortaya koyarlar. ideal bir
antioksidan, bu etki sekillerinden ¢ogunu yerine getirebilir. Biyolojik sistemlerde
oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik

biitiinltigiliniin siirdiiriilmesinde énemlidir (58).
Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Sipiiriici etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROT’ni etkileyerek
onlar1 tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan

enzimler bu sekilde etki gosterir.

2. Bastiricr etki (Baskilama Etkisi) (Quencher): Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya

onlar1 inaktif forma doniistiiren bir etkiye sahiptir.

3. Onaric1 etki (Onarma Etkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri,

metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

4. Zincir kiric1 etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etkiye denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve

mineraller bu tip etki gostermektedir (58-60).
2.2.3. Fizyolojik Siire¢lerde Oksidatif Stres

O,, hiicrenin giinliik aktiviteleri i¢in gerekli enerjiyi saglar. Besin kaynaklari,
hiicrenin enerji santrali olan mitokondrideki respiratuvar elektron transport
zincirindeki enzimatik reaksiyon siireciyle oksidize edilirler, bir baska deyisle
elektronlarin1 kaybederler. Bu siiregte en son elektron alicist O,’dir ve bu elektron
transferleri sirasinda elde edilen enerji, kimyasal enerji formunda depolanir.
Oksidatif fosforilasyon olarak ifade edilen bu reaksiyonlar zinciri sonucunda
hiicresel enerjinin kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) elde edilir. Bu

reaksiyonlarin molekiiler temeli, elektron aligverisidir.
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Redoks  (rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonu); atomlarin  oksidasyon
durumlarinin degistigi tiim kimyasal reaksiyonlarin genel adidir. Redoks kelimesi,

rediiksiyon ve oksidasyon terimlerinden kdken alir:

Rediiksiyon elektronlarin/hidrojenin kazancini veya oksijen kaybini; molekiil,

atom veya iyondaki oksidasyon durumunun azaligini ifade eder.

Oksidasyon elektronlarin/hidrojenin kaybini veya oksijen kazancini; molekiil,

atom veya iyondaki oksidasyon durumunun artigini ifade eder (45).

Elektron transferi olmaksizin da ¢esitli reaksiyonlarda aktif olarak bir redoks
reaksiyonu gergeklesebilir. Dolayisiyla oksidasyonu ‘oksidasyon miktarindaki artis’

ve rediiksiyonu ‘oksidasyon miktarinda azalma’ olarak ifade etmek miimkiindiir (61).

Her hiicrede belli yapilar i¢inde elektron konsantrasyonu bulunur, siki sekilde
denetim altinda olan ve normal hiicresel islevi belirleyen bu denge haline ‘redoks
durumu’ denir. Hiicrenin redoks durumu, asit-baz dengesinde oldugu gibi (pH)
normal sartlarda dar bir ¢ergeve i¢inde dengede tutulur. Hiicre i¢i redoks homeostazi
veya redoks tamponlamasi, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinin iiriinleri

arasindaki dengeye dayalidir (61).

Hiicrelerin birbirleriyle iletisim kurmasini saglayan biyolojik mekanizma
‘sinyal iletimi’dir ve yine bu mekanizma aracilifiyla hiicre disi uyarilara cevap
verirler. Sinyal iletimi, hiicre disindan hiicre igine bilgi taginmasini saglayan bir
stirectir. Hormonlar, biiyiime faktorleri, sitokinler ve ndrotransmitterler gibi hiicre
dis1 sinyaller, sinyal iletimini tetikler. Sinyal iletim siiregleri kas kontraksiyonu, gen
ekspresyonu, hiicre biiylimesi ve sinir iletimi gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri baglatir

(62).

Reaktif oksijen ve nitrojen iirlinlerinin hiicre ve doku hasari yapici etkinligi
On plana ¢iksa da hiicreler arasi sinyallerin diizenlenmesi ve iletimininin bir¢ok
asamasinda fizyolojik olarak temel rol oynarlar. Hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda
etkin olan sinyal ileti yollarinin uyarilmasi ve devamliliklarinin saglanmasinda rol

oynayan ROT’ni hiicreler, endojen olarak sentezlemektedirler (37, 64).

Hormonlari, anjiyotensin II, platelet kaynakli biiyiime faktort, IL-1p, IL-3,

TNF-0, sinir biiyiime faktorii, graniilosit-makrofaj koloni-stimiile eden faktér ve
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fibroblast biiytime faktorii gibi sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin uyarisiyla bir¢ok
hiicre tipinde diisiik konsantrasyonlarda serbest radikal iiretildigi belirlenmistir. Buna
gore; birgok sinyal iletim yolunun baslamasi ve/veya dogru ¢alismasinin, bu yollarin
cesitli agsamalarinda ROT nin etkinliine dayandigi ve bu molekiillerin ikincil mesaj

tasiyici olarak fizyolojik olarak 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir.

Fizyolojik siireclerde hiicreler, redoks homeostazin1 saglamaya yonelik
olarak, hiicre icerisinde artmis olan serbest radikal seviyelerine karsi tiyoredoksin
(TRX) ve GSH sistemlerini aktive ederek oksidatif stres cevabini olusturur. Boylece
hiicre ve dokuda ROT klirensi saglanir, redoks dengesi korunur. Bu noktada oksidatif
tirlinlere kars1 antioksidan aktivitenin dengeleyici rolii sadece molekiiler reaksiyon
mekanizmalartyla siirli degildir. Bazi hiicre sinyal ileti yollarinin oksidanlara ve
hiicresel redoks dengesine olduk¢a duyarli olmasi; serbest radikallerin ve
antioksidanlarin, hiicrede fonksiyon diizenleyici enzim ve proteinlere yonelik gen
ekspresyonunu regiile etmelerini gerektirir. Dolayisiyla antioksidanlar hiicre

biiylimesi, gelisimi, farklilasmas1 ve fonksiyonunun 6nemli bilesenleridir (25, 65).

Serbest radikaller ve antioksidanlarin fizyolojik yanitlardaki diizenleyici
rolleri, redoks homeostazini korumaya yonelik temel mekanizmalara baghdir ve
bircok fizyolojik fonksiyon, redoks durumuna cevap veren ileti yollar araciligiyla

kontrol altinda tutulur.

Redoks regiilasyonu; hiicreyi oksidatif strese karsi koruma ve redoks
homeostazinin devamliliginin saglanmasidir. Birgok temel fizyolojik fonksiyon, NO
ve ROT iiretimlerinin ve sinyal ileti yollar1 iizerindeki etkilerinin diizenlenmesine

dayalidir. Bu temel fizyolojik fonksiyonlar:
A. Serbest radikallerin diizenli tiretimleri
1. NO’in diizenli tiretimi
2. Fagositik NAD(P)H oksidaz ile ROT iiretimi: Oksidatif patlama
3. Nonfagositik hiicrelerde NAD(P)H oksidazlar ile ROT {iretimi
4. Lenfositlerde 5-lipoksijenaz tarafindan ROT {iretimi

5. Siklooksijenazla ROT {iretimi
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B. Vaskiler tonusun dizenlenmesi

C. O; konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT iiretimi: Ventilasyon

kontrolii
D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu
E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu
F. Programli hiicre 6liimiinde ROT nin rolii:
1. Apoptozisin indiiksiyonu ve gergeklestirilmesi
2. NO-bagl1 apoptozis
3. Tiimor nekroz faktodr-o (TNF-a)’nin indiikledigi hiicre 6limii

A. Serbest radikallerin diizenli iiretimleri:

Biyolojik dokularda NO, indiiklenebilir, noéronal ve endotelyal olmak {izere
lic izoformu bulunan spesifik nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan tiretilir.
Noronal ve endotelyal izoformlar daha ¢ok intraseliiler kalsiyum konsantrasyonuyla
regiile edilirken, indiiklenebilir izoformu ise lipopolisakkarit (LPS) , sitokin ve diger

ajanlarin uyarisina bagli olarak makrofajlarda eksprese edilir (66).

Enflamatuvar mekanizma olarak asir1 miktarda antimikrobiyal ve tlimorisidal
ROT iiretimiyle karakterize olan oksidatif patlama, g¢evresel patojenlere karsi
savunmanin ilk asamasinda anahtar rol oynar. Enflamatuvar bir ortamda, aktive
olmus notrofil ve makrofajlar yiiksek miktarlarda O, - radikali ve NAD(P)H
oksidazin fagositik izoformu araciligiyla diger ROT’ni iretirler. NAD(P)H
oksidazin fizyolojik rolii bir savunma ajani olarak hareket etmektir. Stimiile olmus
notrofil ve makrofajlar, NAD(P)H veya MPO’in etkili oldugu reaksiyonlar

aracihigtyla 'O, radikalini {iretirler (64).

Vaskiiler diiz kas hiicresi, fibroblast, kardiyak miyosit ve endotelyal hiicre
gibi ¢esitli tipteki nonfagositik hiicreler, hiicre i¢i sinyal iletim yollarini diizenlemek
icin NAD(P)H oksidaz araciligryla ROT iiretirler. Nonfagositik hiicreler, notrofiller
tarafindan yapilan ROT {iretiminin ancak 1/3’iinii Uretebilirler. Notrofil, endotelyal

hiicre ve fibroblastlardan farkli olarak vaskiiler diiz kas hiicreleri 027- radikalini
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temelde hiicre iginde tirettigi i¢in, kardiyak ve vaskiiler hiicre fonksiyonlarinda ROT

¢ok onemli rol oynamaktadir (25, 63).

Lipoksijenazlar, PUFA molekiillerini oksidize eden dioksijenazlardir.
Lenfositlerde ROT iiretiminin indiiklenebilir kaynaklarindan biri olarak 5-
lipoksijenaz enzimi tanimlanmis olsa da, redoks sinyal iletimindeki fizyolojik rolii

netlik kazanmamustir.

Siklooksijenaz (COX) enzimi prostanoid grubu enzimlerin formasyonundan
sorumludur ve COX-1, COX-2 ve COX-3 olmak {izere bilinen {i¢ izoformu vardir.
TNF-o0, interlokin-1 (IL-1) veya bakteriyel LPS ile stimiile edilmis hiicrelerde ROT
iretiminde COX-1 enzimi rol oynamaktadir. Redoks sinyal iletiminde COX

enziminin katkisiyla ilgili bulgular net degildir.

B. Vaskiiler tonusun diizenlenmesi:

Siklik guanozinmonofosfat (cGMP), protein kinaz yolu ve iyon kanallar1 gibi
Vaskiiler tonusun saglanmasindaki fizyolojik hedeflerin regiilasyonunda esas rol
oynar. cGMP olusmasii saglayan reaksiyonu katalizleyen, solubl guanilat siklaz
(sGC)’dir. H,O, ve NO radikalleri sGC aktivasyonunda etkilidir. Dolayisiyla,
vaskiiler tonus regiilasyonu ile platelet adezyonunun Onlenmesinde bu radikaller

anahtar rol oynar (63).

C. O, konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT {iretimi:

Yiiksek organizmalarda O, homeostazi, eritrosit sayisi ile respiratuvar
ventilasyon arasindaki dengeyle regiile edilir. O, konsantrasyonundaki
degisikliklerin, bircok farkli ROT {ireten protein tarafindan algilandigi
diistiniilmektedir. Ayrica, mitokondriyal ROT oranindaki degisimin, arteryel kan
oksijenindeki degisikliklikleri algilayan karotid cisimcikleri araciligiyla, O,

duyarliliginda rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (52).

D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu:

Embriyogenez, hiicre biiylimesi, farklilasmasi, yara tamiri ve daha bircok
farkli siiregte hiicre adezyonu 6nemli rol oynar, dolayisiyla hiicrelerin ve dokularin
adeziv ozellikleri siki bir redoks kontrolii altindadir. Bakteriyel LPS’e ve TNF-q, IL-

1 gibi bir¢ok sitokine cevaben hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonu uyarilir.
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Lokositlerin endotelyal hiicrelere adezyonun ise ROT tarafindan, 6zellikle hiicre i¢i

kaynakli -OH radikalince indiiklendigi gosterilmistir (65).

E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu:

Immiin cevap, redoks regiilasyonu altindadir; T lenfosit aktivasyonu,
ROT’nin etkisine veya hiicre ici GSH, redoks durumundaki bir degisiklige bagl
olarak belirgin bir bicimde artar. IL-2 tiretimi gibi T-lenfosit fonksiyonlari, fizyolojik
olarak iligkili diizeydeki 027. radikali ve H,O, konsantrasyonlarindan indiiklenebilir.
Hiicre i¢i redoks durumunun, makrofajlardaki immiinolojik fonksiyonlart da
etkileyebildigine dair kanitlar vardir. Makrofajlardaki prostaglandin ve IL (IL-6, IL-
12 gibi) saliminin, hiicre i¢indeki GSH diizeyine bagl olarak degiskenlik gosterdigi

ve yardimci T lenfositlerin oransal dengesini etkiledigi bulunmustur.

F. Programli hiicre 6liimiinde ROT ’nin rolii:

Normal biiylime-gelisme siirecinde ve organizma biitlinliigiine yonelik tehdit
igeren hiicrelerin yok edilmesi i¢in programli hiicre 6liimii (apoptozis) gereklidir. Bir
hiicrenin intihar etme karari; devamlilik i¢in gerekli pozitif sinyallerin (6rnegin
ndronlar i¢in biliylime faktorleri gibi) geri c¢ekilmesiyle, negatif sinyallerin (hiicre
icinde oksidan seviyelerinin artmasi, oksidatif DNA hasari, radyasyon ve/veya
kemoterapilerin zararli etkileri gibi) alinmasi arasindaki dengeye dayalidir.
Mitokondriyal yolla yani hiicre icerisinden tetiklenen apoptoziste, tetikleyici

nedenlerden biri ROT olabilir.

NO aktivitesine bagimli apoptozis, bircok deneysel modelde ve belli klinik
patolojilerde gosterilmistir. Ancak, hiicre i¢i GSH diizeyleri daha yiiksek olan bazi
tip hiicrelerde 6zellikle NO etkinligine bagli ilerleyen apoptozise olan direncin daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

Lokosit ve fibroblastlarda TNF-o membran-bagli NAD(P)H oksidazlarin
aktivasyonuyla O, - radikalinin salmimini indiikler. Bu siire¢, ROT f{ireten hiicrenin

durumuna gore proliferasyonu veya hiicre 6liimiinii tetikler (65, 67).



23

2.2.4. Patolojik Siireclerde Oksidatif Stres

Gegici olarak artmis serbest radikal konsantrasyonlarina maruz kalan canli
hiicre ve dokular, redoks dengesini yeniden olusturmaya yonelik bircok
mekanizmay1 calistirirlar. ROT iiretim diizeyleri ile antioksidan savunma kapasitesi
sabit ve dengedeyse, hiicre ve dokular stabil durumdadir (68) (Sekil 3). ROT
seviyelerinin  stabilitelerindeki ~ devamlilik, ROT  iiretim  diizeyleri ile

temizleyici/silipliriicii mekanizmalarin etkisi arasindaki dengeye dayalidir.

sinyal iletim yollari/gen ekspresyonlari

antioksidan enzimler 7
protein aminoasitler sistin transport sistemi 1

Ust ivi iiksek reaktivite
ROT (diisiik reaktivite, o (}iu K ,
firetimi yiiksek konsantrasyon) antioksidan  diisiik konsantrasyon)

Il

A

Sekil 3. Redoks homeostazinin mekanizmalari

GSH-Px, SOD ve KAT gibi belli antioksidan enzimler etkili ROT
temizleyicileridir, ancak hiicrelerde sadece goreceli olarak diisiik konsantrasyonlarda
bulunurlar. Aymi durum, enzimatik olmayan antioksidanlar i¢in de gegerlidir.
Aminoasitler ve proteinler de ROT temizleyicisidir. Aminoasitler molarite bazinda

klasik antioksidanlardan daha az etkin olsalar da, hiicre i¢i konsantrasyonlari

yiiksektir (25).

Redoks sinyal iletiminin ¢alismasi; ROT konsantrasyonlarinda artig ya da bir
veya daha fazla antioksidan sisteminin aktivitesinde azalmaya bagli dengenin
bozulmasin1 gerektirir. Yiiksek organizmalarda bu tip oksidatif bir olay, endojen
serbest radikal {iretimi yapan sistemlerin kontrollii aktivasyonuyla diizenlenebilir.
Diger taraftan, cevresel faktorlerin olusturdugu oksidatif stres sartlar1 da benzer
cevaplarin olugsmasini saglayabilir. Eger ROT diizeylerindeki ilk artis goreceli olarak

diisiikse, ROT artisin1  dengelemek icin antioksidan cevap yeterli olacaktir.
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Dolayisiyla, redoks regiilasyonunun fizyolojik belirtileri, hiicre i¢inde oksidatif
duruma dogru gecici bir artis ve degisiklik seklindedir (Sekil 4). Uzun dénemde, bu
mekanizmalar redoks homeostazi olarak adlandirilan stabil bir durum kazanmaya

egilim gosterir.

>

Kronik oksidatif stresin neden oldugu
regiilasyon bozuklugu

Regiilasyondaki
diizensizlikler

Baslangi¢ diizeyi

Serbest radikallerin konsantrasyonu

Zaman

Sekil 4. Redoks dengesi

ROT iiretimi belli sartlar altinda ¢ok daha giicliidiir, antioksidan cevap ise
redoks dengesinin yeniden olusturulmasini saglayamayabilir. Bu tip durumlarda
sistem sekil 4’teki modele gore bir yari-denge durumunu yakalayabilir, ancak bu
durum daha yiiksek ROT konsantrasyonlari, farkli diizeylerde serbest aminoasitler
ve/veya redoksa duyarli sinyal ileti yollarina bagh farkli gen ekspresyon tipleriyle
iligkilidir. Yaslanma siireci, bu tip bir yar1 denge siireci i¢in iyi bir Ornektir.
Dolayisiyla, oksidatif yondeki her onciil degisim, kesin bir patolojik siire¢ ve

durumla iligkilendirilemeyebilir (69).

Cok siddetli ve yiiksek ROT iiretim diizeyleri s6z konusu oldugunda patolojik
durumlar ortaya ¢ikabilir. Bu durumlarin gelisimi, bir homeostaz kaybindan ¢ok
homeostaz seviyesinde kronik bir degisiklikle ilgilidir. Buna gore, patolojik durumlar
hem ROT iiretiminin hasar verici etkilerinden hem de ROT’nin yonlendirdigi gen
ekspresyonundaki degisikliklerden kaynaklanabilir. Oksidatif stresin bir¢ok klinik

durumda rol oynadigina dair bulgular gittik¢e artmaktadir.
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2.3. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali
2.3.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin islevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmektedir (70). Ca™,
hem hiicre i¢i siiregclerde hem de hiicreler aras etkilesimde 6nemli gérevlere sahiptir.
Canlilarda gergeklesen pek gok dnemli olayda kalsiyum iyonlar (Ca*?) belirleyici rol
oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hareket, kalp atisi, beynin bilgiyi isleyip hafizay1
olusturmasi, yumurtanin dollenme sonucu aktivasyonu, pankreatik hiicrelerde
salgilama, yaralarin iyilesmesi, sillerin hareket frekansinin koordinasyonu, karaciger
hiicrelerinin davraniglarinin diizenlenmesi ve apoptozis sayilabilir. Bu islevlerde en
onemli tetikleyici temel iyon, sekonder haberci olarak bilinen, Ca™ iyonudur (70).
Ca™, hem hiicre ici siireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde énemli gorevlere

sahiptir.

Hiicre i¢i Ca'sinyali, hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun ([Ca™];) gegici bir

sekilde artisindan olusur.
2.3.2. Hiicre ici Ca*” Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya salmminda Ca™ iyonunun
gerekliligi indirekt arastirma yontemleri ile belirlenmesine karsin, molekiiler
islergeler mikrospektrofluorometrik, elektrofizyolojik ve molekiiler arastirma
tekniklerin gelistirilmesi ile kismen de olsa aydinliga kavusturulmustur. Son yillarda
gelistirilen patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik arastirma teknikleri ile beraber
floresan 15181a duyarli ¢esitli boyalar hiicre icerisindeki iyonik akimlar1 ve hiicre i¢i

serbest iyon seviyelerinin dl¢iilmesini miimkiin hale getirmistir (70).

[Ca™];, hem hiicre dig1 ortama hem de hiicre iginde Ca™ depolayan yapilara
gore cok diisiik seviyededir. Bu nedenle Ca™ hiicre i¢inde sinyal molekiilii gorevi
yapabilir. Oyle ki hiicre disindaki [Ca™]'u yaklasik olarak 10°M, Ca™ depolarinda,
6rnegin endoplazmik retikulumda (ER) 5 x 10*M civarlarinda iken, [Ca™]; bu
degerlerden binlerce kez daha diisiik olan 107 seviyelerindedir. Bu yiizden, hem
hiicre ici ile dis1 arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok yiiksek bir Ca*

derisim farki vardir. Bu fark, Ca™ icin ¢ok biiyiik bir siirdiiriicii kuvvet olusmasina
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sebep olur. Hem hiicre zar1, hem de ER zarindan Ca'™ gecisi, bu siirdiiriicii kuvvetin
etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar, ¢ogunlukla kapali durumda
olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da ligand baglanmasi ile aktive olur ve Ca™

gecirgenligini saglarlar (71).

Hiicrenin islevini etkileyen hiicre ici serbest Ca' iyon artis1 iki vyolla

olusmaktadir:(72)
1-Hiicre disindan hiicre i¢ine kalsiyum girisi,
2- Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmasi,

1-Hiicre disindan sitoplazmaya Ca'? girisini saglayan kanal tipleri sunlardir:

1- Voltaj Bagimli Ca™ kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive
olur. Bu aktivasyon, kanallar1 Ca™a gegirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarmdaki

elektriksel olaylar, hiicre i¢indeki fizyolojik olaylarla ¢iftlenir (73).

2- Ligand Bagimli Ca™ kanallari: Hiicre digindan gelen ligandlarin
baglanmasi ile aktive olur ve Ca™'a gecirgen hale gelirler. Bu kanallar ayni zamanda
birer reseptdr gorevi goriirler. Bu kanallara nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptorleri

ornek verilebilir (74).

3- Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallar: Bu kanallarin aktivasyon
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre i¢i Ca™ depolar1, Ca™ sinyali
sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldigi zaman, bu kanallar hiicre disindan
sitoplazmaya Ca " girisine sebep olurlar.

4- Na -Ca exchange (degis-tokus)

2- Hiicre ici Ca” depolarindan Ca” cikisini saglayan vapilar ise sunlardir:

Kalsiyumun hiicre i¢i depolardan salinmasinda kalsiyum ve inositol trifosfat
(IP3) ile uyarilan islergeler rol almaktadir. Hiicre membraninda bulunan reseptdorlere
agonistlerin baglanmasi ile aktive olan G proteininin uyardig1 fosfolipaz C (PLC),
membran fosfolipidlerinde IP3 ve diagilgliserol sentezine yol agmaktadir.
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (Ptdlns 4, 5P2) ve diacilgliserol (DAGQG), protein kinaz
C (PKC) yi aktive ederek bir seri fosforilasyon ve bunu izleyen aktivasyon veya

inaktivasyona neden olurken; IP3 hiicre i¢i depolardan heparinle bloke edilebilen
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Ca™ salmimin saglamaktadir. Hiicre ici serbest Ca™ artisinin tetikledigi kalsiyum
salinimi, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak is gérmektedir. Bu islergeler sekil

5 de gosterilmektedir.

® signal molecule Pl 4,5-bisphosphate
G-protein-linked IPI{4,5)P,]
receptor activated
- phospholipase C-

diacylglycerol

aétﬁ\}iated
3 P protein
activated G, inositol kinase C
o subunit 1.4,5-trisphosphate :Caz'

(1P} P
open IP;-gated
,Ca?*-release
- channel
lumen of
endoplasmic
reticulum

Sekil 5. GPKR (G Proteini Kenetli Reseptor) etkili Ca™ sinyali (71)

3- Hiicre ici depolara Ca*? un alinmasi baska bir deyisle sitozolden Ca™ un

uzaklastirilmasi iic yolla gerceklesir:

1. Endoplazmik retikulum (ER) membranindaki Ca-ATPaz enzim

.o .. +
aktivitesinin artmastyla ER’a Ca" aliminin artmasi.

2. Hiicre membranindaki Ca-ATPaz yardimiyla hiicre disina Ca™

atilmasi.

3. Diger ikisine oranla daha az olmak tlizere Na — Ca “exchange” (degis-
tokus) yardimiyla olmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre dist
kalsiyum iyon yogunlugu, hiicre i¢ine oranla 10.000- 20.000 kat daha
yiksektir (72, 103).

2.4. Antipsikotikler

Antipsikotik ilaglarin etkilerini, dopamin hipotezine dayanarak gosterdigi
bilinmektedir. Dopamin hipotezi, sizofrenide dopamin yolaklarinda anormallik

oldugunu ileri siirer (9). Dopaminerjik noéroanatomi dort ndronal yolaktan
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olusmaktadir. Bunlar: mezolimbik, mezokortikal, nigrostriatal ve tuberoinfundibuler

yolaklar seklindedir (Sekil 6).

Dopamine Pathways

Nucleus

accumbens ;
e .'. . ,'- ... -"u:
Substantia O & ‘
nigra e
) O
" Hypothalamus
o
Tegmentd

Sekil 6. Dopamin yolaklar1 (a: nigrostriatal yolak, b: mezolimbik yolak, c:
mezokortikal yolak, d: tiiberoinfindibuler yolak) (102)

Normalde mezokortikal yolak, mezolimbik yolagi baskilar. Sizofrenide
prefrontal dopaminerjik noron aktivitesi azaldigi icin, prefrontal alanin limbik sistem
tizerindeki baskilayici etkisi azalir ve limbik dopamin sistem aktivitesi artar.
Sizofrenide prefrontal dopamin sisteminde aktivite azalmasi negatif semptom (aloji,
avolisyon, affekte diizlesme, sosyal ice c¢ekilme) ve kognitif bozukluklara katkida
bulunurken, limbik dopamin sistemindeki aktivite artis1 pozitif semptomlarda
(haltisinasyonlar, hezeyanlar, dezorganize davranis, dezorganize konusma) artmaya

neden olur ( Sekil 7).
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Prefrontal Korteks
Limbik Alanlar

4

Beyin sapi DA Noéronlari Beyin sapi DA Noronlari

Sekil 7. Sizofrenide Noroanatomik Model (soldaki normal, sagdaki sekil sizofreni
modeli)

Dopamin hipotezine dayanarak sizofreni tedavisinde D, reseptor

antagonizmasi yaparak etki gdsteren antipsikotikler gelistirilmistir.

Sizofreninin patofizyolojisi ile ilgili genis kabul goérmiis olan dopamin
hipotezi iki temel bulguya dayanir: Ilki, hemen hemen tiim klinik yarara sahip olan
antipsikotiklerin dopamin reseptdr antagonisti olmalaridir. lIkinci bulgu ise
dekstroamfetamin gibi dopamin salinimini artiran dopamin agonistlerinin, paranoid
sizofrenide goriilene benzer pozitif psikotik belirtilere (varsani, sanr1 ve diislince
bozukluklar1) yol ag¢masidir (1). Dopamin hipotezi, sizofrenideki psikiyatrik
semptomlar ve dopamin kinetikleri arasindaki iliskiyi aciklarken, etiyolojisini tam

olarak agiklayamaz (22).

Nigrostriatal yolaktaki dopamin reseptor blokaji, ekstrapiramidal yan
etkilerden ve tuberoinfundibuler sistemdeki dopamin reseptor blokaji prolaktin
salimimindaki artistan kaynaklanan hormonal yan etkilerden sorumlu tutulmaktadir
(3).

Sizofreni ve diger psikotik bozukluklarin tedavisinde kullanilan antipsikotik
ilaglar eski nesil ve yeni nesil antipsikotikler olarak iki baslik altinda ele alinabilirler.
Eski nesil antipsikotikler icin tipik, klasik, konvansiyonel ve dopamin reseptor
antagonisti; yeni nesil antipsikotikler i¢in ise atipik, ikinci nesil ve serotonin-

dopamin reseptor antagonisti terimleri de yaygin olarak kullanilir (4).
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2.4.1. Tipik Antipsikotikler

Tipik antipsikotiklerin etki mekanizmalar1 esas olarak mezolimbik sistemdeki
D, reseptorlerinin bloke edilmesi ve depolarizasyon inaktivasyonuna bagli olarak
ventral tegmental dopamin noronlarinda atesleme hizinda bir azalma olmasiyla
iligkilidir. Bu ilaglar, negatif belirtilerden ¢ok pozitif belirtiler iizerinde etkilidirler.
Sizofreni sagaltiminda bu ilaclarin birbirine iistiinliigiinii ortaya koyan kesin kanitlar
yoktur (4). Klasik (tipik) antipsikotikler arasinda klorpromazin, tiyoridazin,
trifluoperazin, flufenazin, perfenazin, zuklopentiksol, flupentiksol, haloperidol ve

pimozid yer almaktadir (75).
Tipik antipsikotiklerle daha fazla yan etki ve tardif diskinezi oldugu
bildirilmektedir.

2.4.2. Atipik Antipsikotikler

Klozapinin 1958 yilinda bulunup, klinik ¢alismalardan sonra 1972 yilinda
kullaniminin bazi Avrupa iilkelerinde onaylanmasindan sonra atipik antipsikotik

kavrami gelismeye baslamistir (76).

Atipik antipsikotikler arasinda klozapin, amisiilpirid, risperidon, ketiapin,

olanzapin, ziprasidon, sertindol ve aripiprazol yer almaktadir (75).

Bir antipsikotik ilacin atipik olarak degerlendirilmesi i¢in gelistirilen ol¢iitler

sOyle siralanabilir:
1- Nigrostriatal néronlardan ¢ok mezolimbik noronlar {izerinde etkilidir.

2- 5-HT;4 reseptorlerine affinitesi D, reseptorlerine olan affinitesinden daha

yuksektir.

3- Prolaktin diizeylerinde uzun siireli artis yapmaz, hayvanlarda diisiik

oranlarda katalepsi olusturur ve insanlarda EPS olusturma potansiyeli diisiiktiir (4).
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2.4.2.1. Risperidon
2.4.2.1.1. Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Bir benzizoksazol tiirevidir. SHT24, SHT7, D2, a1 ve o, adrenerjik reseptor
antagonizmasi yapar. SHT,4 antagonistik etkisi ¢ok giicliidiir, bu etki D, antagonistik

etkisinden 25 kat fazladir (4).

Kolinerjik reseptorlere baglanmaz. Haloperidoliin etkisine es deger diizeyde
prolaktin diizeylerinde doz-iliskili artiglar yapar. Serotonin/dopamin blokaji oranina
dayanan hayvan testlerinde, risperidon diisilk dozlarda atipik bir antipsikotik ilag
olarak siiflandirilirken; EP sistem yan etkileri ¢ikartacak kadar yiliksek dozlarda ise

tipik bir antipsikotik olarak siniflandirilir (77). (sekil 8)

Sekil 8. Risperidonun yapis1 (102)
2.4.2.1.2. Klinik Kullanim

Risperidon, hem pozitif, hem negatif belirtiler iizerinde etkilidir. Sizofreni ve
sizoaffektif bozuklugun akut alevlenmesinde ve siirdiiriim sagaltiminda etkilidir.
Bunun yaninda relaps1 6nlemede de haloperidolden daha etkili bulunmustur. Bipolar
bozuklugun manik ataginda kullanimi1 onaylanmistir ayrica koruyucu sagaltimda da
etkinligini gosteren caligmalar vardir. Cocuklarda goriilen davranim bozukluklarinda,
diirtii denetim bozukluklarinda, saldirgan davranislar tizerinde, demansli hastalarda
gozlenen davranim bozukluklarinda, psikotik 6zellikli major depresyonda ve obsesif-
kompulsif bozuklukta etkili oldugu klinik ¢aligmalarla gosterilmistir. Giinliik

onerilen kullanim dozu 2-6 mg'dir. 1, 2, 3, 4 mg'lik tablet ve soliisyon formlari
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bulunur. Yeni nesil antipsikotikler i¢inde depo formu bulunan tek ajandir. 25, 37,5 ve

50 mg'lik ampulleri vardir, 15 glinde bir uygulanmasi onerilir (4).
2.5. Balik Yag

Glinlimiizde, 6zellikle gelismis tilkelerde insanlar, beslenmelerine ¢ok dikkat
etmekte ve beslenme rejimlerinde saglik agisindan uygun gidalar1 segmeye 6zen
gostermektedirler. Bu gidalar igerisinde de ilk sirayr ¢oklu doymamis yag asitleri

yoniinden zengin olan balik ve diger su iirlinleri almaktadir (78).

Yaglar, insan organizmasi ic¢in gerekli olan en Onemli unsurlardan bir
tanesidir. Bunlar sadece yiiksek enerji kaynagi olmayip ayni zamanda yagda ¢6ziinen
vitaminleri bulundurmalari, proteinlerle birleserek lipoproteinleri olusturmalar1 ve

kan lipid diizeylerinde rol oynamalar1 bakimindan olduk¢a 6dnemlidirler (78).

Plazma lipidleri ya diyetle disaridan alinir ya da karacigerde endojen olarak
yapilir. Diyetteki yaglarin % 90’mndan fazlasini trigliseridler (3 yag asidi+1 gliserol)
geri kalanini ise kolesterol, kolesterol esterleri, esterlesmemis yag asitleri (serbest

yag asitleri), fosfolipidler ve sfingolipidler olustururlar (79).

Yag asitlerinden karbon zincirleri ¢ifte bag icermeyenlere doymus yag
asitleri, ¢ifte bag igerenlere doymamis (ansatiire) yag asitleri denir. Doymamis yag
asitleri ise tekli doymamis (monoansatiire, tek cifte bagli) ve coklu doymamis

(poliansatiire) yag asitleri olarak ikiye ayrilir (79).

Oda sicakliginda doymus yag asitleri kati halde bulunurlar ve viicutta
birikebilirler. Coklu doymamis yag asitleri ise oda sicakliginda sivi halde bulunurlar
ve insan hayatinin devamlilifi i¢in de ¢ok onemlidirler. Temel yag asitleri olarak
adlandirilarak, omega (w)-6, omega (®)-3 yag asitleri olmak tiizere iki gruba
ayrilirlar. ®-6’larin esas kaynagi yiiksek miktarda linoleik asit igeren misir ve soya
fasulyesi yagidir. -3 ise keten tohumu, ceviz ve Ozellikle planktonlar ile yagh
baliklarda bol miktarda bulunur, keten tohumu ve cevizde alfa-linolenik asit, balik
yaglarinda ise eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahegzaenoik asit (DHA) en

onemli yag asitleridir (80).
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2.5.1. Yapis1 ve Fonksiyonlar:

Balik yagi, yapisinda eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahegzaenoik asit
(DHA) iceren o6nemli ¢oklu doymamis yag asitlerindendir (79). EPA ve DHA
mutlaka disaridan alinmalidir. Viicutta sentezlenemedikleri icin esansiyel yag asitleri
olarak adlandirilirlar (80). Bu bilesiklerin ¢ok dnemli gorevleri vardir; hiicre zarinin
fosfolipid yapisinda bulunurlar, hiicre sinyal sistemini modifiye ederler, gen
ekspresyonunda ve biyosentetik fonksiyonlarin olusumunu kolaylastirirlar ve

eikozanoidlerin olusumunu saglarlar (79).

Poliansatiire yag asitleri olan omega-6 ve omega-3 yag asitlerinin membran
yapisinin olusumunda ¢ok 6nemli gorevleri vardir. Membranlarin asir1 yikiminda ya
da diyette asir1 alindiklarinda kanda ve dokularda birgok omega-3 ve omega-6

kaynakli metabolitlerin diizeyi artar (79).

Omega-6 yag asitleri metabolitleri enflamatuar, hiperaljezik, trombotik ve
mitojenik 6zelliklere sahiptir. Aslinda viicudun bu 6zelliklere ihtiyaci vardir. Fakat
bunlarm asir1 etkileri de dizginlenmelidir. iste omega-3 yag asitleri antienflamatuar,
analjezik, antitrombotik ve antimitojenik Ozellikleri ile omega-6 metabolitlerinin

etkilerini dizginlerler ( 79).

Cesitli enzimatik zincir reaksiyonlarindan sonra, EPA, ALA’dan iiretilebilir.
Ve son olarak EPA’dan DHA firetilebilir. Fakat ALA’nin ancak %35°1 bu metabolik
yola girebilir. Diger taraftan doku EPA seviyeleri diyetle ALA alindig1 zaman artar
fakat DHA seviyeleri degismez. Bu yiizden beyin hiicre membranlarinin fosfolipid
yapisinda yer alan DHA, noronal fonksiyonun devam edebilmesi i¢in esansiyeldir ve
balik iirlinleriyle telafi edilmesi 6nerilmektedir. AA ve DHA retinada bol miktarda
bulunur. Beyin i¢in ve davranigsal gelisim icin kritik 6neme sahiptir. DHA formu
serebral korteks yag igeriginin %15-20 sini olusturur. Noronal doku ve retinal koni

hiicrelerine 6zel fonksiyonlar saglar (81).
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Sekil 9. Eikosapentaenoik asit (EPA) ve Arasidonik Asidin (AA) sentezi ve fonksiyonlari

2.5.2. Balik Yagimin insan Saghg A¢isindan Onemi

Yapilan aragtirmalar, insanlarin karsilastiklar1 bir¢ok hastaliga besin
maddelerinin ve beslenme aligkanliklarinin neden oldugunu ortaya koymaktadir.
Bundan dolay1 insanlar beslenmelerine dikkat etmek zorundadirlar. Yiiksek
kolesterolden ileri gelen hastaliklarin, 6nemli oranda kirmizi etten kaynaklandigi
artik biitiin insanlar tarafindan bilinmektedir. Bunun i¢in daha saglikli olan

doymamus yag asitleri yoniinden zengin olan gidalar tiiketilmesi tavsiye edilmektedir
(78).

Tiiketim gidalarindaki yaglarin, doymamis yaglardan zengin olmasi ¢ok
onemlidir. Ciinkii ®-3 yag asitlerinin viicutta, biyokimyasal ve fizyolojik
aktivitelerde 6nemli gorevleri oldugu artik kesin olarak bilinmektedir. Yag asitleri,
insan viicudunda g6z, beyin, testis ve plasentada toplanir. Gozlerin uygun
calismasina ve beynin fonksiyonlarini eksiksiz olarak yerine getirmesine yardimci

olur. Kandaki yag konsantrasyonunu diizenler (82).
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Balik yaginda bulunan dokozahegzaenoik asit (DHA) TNF, IL-6, IL1(b) gibi
sitokinlerle, 16kotrien B4, prostaglandin E2 ve tromboksan A2 gibi eikozanoidleri
inhibe ederek sistemik enflamasyonu baskilar. Bu etkileri ile bir¢cok hastaligin

korunma tedavisinde 6nemli rolleri vardir (79). (bakiniz sekil 9).

EPA ve DHA’nin faydalar {izerine yapilan c¢alismalarda, kalp krizi, kalp
damar hastaliklar1, depresyon, migren tipi bas agrilari, eklem romatizmalari, diabetes
mellitus, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, bazi aler;ji tiirleri ile kanser gibi bir¢cok

hastaliktan korunmada 6nemli etkisi oldugu bulunmustur (83).

Bir omega-3 yag asidi olan DHA, insan beynindeki hiicrelerin yenilenmesine
yardim eder ve beyin ile retina hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar. Bu hiicrelerde DHA
seviyesinin diismesi, depresyon, hafiza kaybi, sizofreni ve gérme bozukluklar1 gibi

problemlerin ortaya ¢ikmasina yol acar (78).
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3. MATERYAL METOD
Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Biyofizik Anabilim Dali
Arastirma Laboratuarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Materyaller

PC12 (A rat phenochroma-derived hiicre dizisi) hiicreleri DSMZ hiicre
serileri bankasindan (Almanya) alindi. Biyofizik laboratuarinda poly-D-lysine
kaplanmis hiicre kiiltiirii flasklarinda bulunan RPMI 1640 hiicre ortaminda
tiretildiler. Fotal Bovine serum, horse serumu, balik yagi ve diger kimyasallar Sigma
firmasindan Fagus Firmasi (Istanbul) aracilig1 ile Amerika ve Almanya’dan satin

alindi. Risperidon Janssen Cilag ila¢ firmasindan satin alindi.
3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2. Santrifiij: Jouan B4I (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. Cam-Teflon homojenizator: Caliskan Cam A.S.(Tiirkiye)
9. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

10. Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

11. Floresan spektrofotometre (Carry Eclipsy Marka, Varian Firmasi,
Avustralya)

12. CO; inkubator (Shel Lab-Biolab Lab, Fransa).

13. Laminar flow kabini (Bilser BLF2000, Istanbul).
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Tris, Merck (Almanya)

Glisin, Merck (Almanya)

Sodyum Klortir, Merck (Almanya)

Tween 20, Merck (Almanya)

Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Leupeptin, Sigma (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)

Hidroklorik Asit, Merck (Almanya).

Histopaque REF-11191-6x100ML (Amerika)

Bradford Kimyasali Bio-Rad 500-0006 (Almanya)
Collagenase type II- A7906, 1 gram (Almanya)
Colleganase-Type4 Wothington 4188/47M9961 100 mg (Almanya)
Ultrasantrifiij tiipli, MS-80 santrifiij, 35 ml (Sorvall, Ankara)
Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij i¢in, 2 ml (Sorvall Ankara)
PC12 hiicreleri, DSMZ-Germany. Kiiltiir (37 °C) seklinde

Nerve growth factor, Sigma, N0513, 1 mg (Amerika)
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3.2. Metot
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Deneysel Tedavi
3.2.1.1. PC12 Hiicre Kiiltiirii

PC12 hiicreleri normalde fare bdbrek {stii bezi hiicrelerinden elde
edilmektedir. Bu hiicrelere hiicre kiiltiirii ortaminda néron biiylime faktorii (ndronal
growth factor-NGF) ilave edilmesiyle noronal hiicrelere doniismektedirler. PC12
hiicreleri hem noérolojik hem de psikiyatrik hastaliklarla ilgili calismalarda rutin
olarak kullanilmaktadir (23, 24). PC12 hiicreleri DSMZ hiicre serileri bankasindan
(Almanya) alindi. Deneylerde bu hiicre hattinin 2-9 arasindaki pasajlar1 kullanildi.
Deneylerde kullanilan 25 ve 75 cm?lik kiiltiir flasklari hiicrelerin ekiminden dnce
tutunmay1 arttirmak amaciyla Poly-D-Lysin ile kaplandi. Poly-D-Lysin steril distile
su ile ¢oziildil ve kiiltiir kaplarina 10 pg/ml konsantrasyonda eklenerek yayildi. Bir
saatlik bir enkiibasyon siiresinin ardindan PC12 hiicreleri kiiltiir kaplarma 1x10°
hiicre/cm” yogunlugunda ekildi. Kiiltiir ortamu olarak % 15 oraninda 1s1yla inaktive
edilmis horse serumu, % 5 oraninda 1s1yla inaktive edilmis bovin serumu, 100 [U/ml
penisilin ve 100 mg/ml streptomisin iceren RPMI 1640 ortami kullanildi. Ekim
sonrasi kiiltiirler % 5 karbondioksitli nemli hava iceren 37 °C sicaklikta inkiibatore

konuldu.

Hiicreler her 2-3 gilinde bir taze mediumla beslendi. Hiicrelerin % 80’1
birlesmeye basladigi zaman, steril pipetler araciligi ile medium konularak, flask
zemininden hiicreler tyripsin-EDTA ile ayrilarak pasajlandi. Dagitilmis PC12
hiicreleri, her kuyuda hiicre dansisitesi 2x 10* olacak sekilde Poly-D-Lysin kapl 25
ve 75 cm”lik kiltir flasklarma ayni dansisitede eklendi. 48 saat sonra hiicreler

gruplara ayrilds;
1. GRUP: Kontrol grubu: Sadece RPMI 1640’ da 24 saat birakildi.

2. GRUP: Balik yag1 grubu: Sadece balik yagi verildi. 0,2 ml balik yagi
(DHA 60 uM+ EPA 75 uM) 24 saat boyunca verildi (101).

3. GRUP: Risperidon grubu: Sadece risperidon (40 uM) ile hiicreler 48 saat
boyunca inkiibe edildiler (1).
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4. GRUP: Balik yag1 + H,O, grubu: Balik yagiyla 24 saat inkiibe edildikten
sonra 15 dakika 100 uM H,0O;’e (84) maruz birakildi.

5. GRUP: Risperidon + H,O, grubu: Risperidonla 48 saat inkiibe edildikten
sonra 15 dakika 100 uM H,0,’e maruz birakildi.

6. GRUP: Balik yag1 + Risperidon grubu: Risperidonla 48 saat, balik yagiyla
24 saat inkiibe edildi.

7. GRUP: Balik yag1 + risperidon + H,O, grubu: Hiicreler balik yagiyla 24
saat, risperidonla 48 saat inkiibe edildikten sonra 15 dakika siire ile 100 uM H,O;’e

maruz birakildi.

8. GRUP: H,0, grubu: Hiicreler 24 saat bekletildikten sonra 15 dakika 100
uM H,0;’e maruz birakildi.

3.2.2. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

3.2.2.1. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-

Px) Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (85) bildirdikleri yonteme gore

spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;
%10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymethil-aminomethan’in
hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi ile hazirlanir.

Deneyin yapilist: 0,1 ml hiicre homojenatt 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (86) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
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Kullanilan kimyasallar:

1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH:7,6

2- GSH soliisyonu

3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu

5- Tris tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu

Tablo 3. GSH-Px Deneyinin analiz semas1 ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind.

Uzerine Tris Tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda okundu.

3.2.3. intraselliiler Kalsiyumun Ol¢iilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin l¢imil i¢in PC12 hiicreleri oda 1sisinda 45
dakika boyunca 4uM fura—2 AM floresan boyasi ile boyand: (87). Boyanma
isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf
kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'-HEPES [(mM cinsinden) NaCl,
140; KCl, 4,7; CaCl2, 1,2; MgCI2, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)]

sollisyonu igerisinde floresan spektrofotometrede ( Varian Cary Eclipse, Australia )
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haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm,
505 nm emisyon dalga boylarinda floresan 1s1k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika
boyunca kayit alindi. Hiicre i¢i serbest Ca™ iyon diizeyi [Ca™]; degisimleri
bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar: ile kaydedildi

(84) ve Grynkiewicz ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi ( 88).
3.2.4. Lipid Peroksidasyon Analizi

PC12 hiicrelerinde LPO diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark.’nin (84)
bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son derece
hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: Tiim PC12 hiicre gruplar1 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
sollisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karigimi kullamildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100-C’lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde
aliarak lcm 151k gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmig 1, 1, 3, 3
tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
3.3. Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. PC12 hiicrelerinde c¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 9.05 paket bilgisayar programi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-
Whitney U testi istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki
karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 den kii¢iik olanlar anlamli olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PC12 Hiicrelerinde LP Diizeyleri

Grafik 1. Balik Yagi ve Risperidon’un (RISP) PCI12 hiicrelerindeki lipid
peroksidasyon (LP) diizeylerine etkileri (n=8, ortalama + SD).

LP SD
Kontrol 45,15 1,53
Balik Yagi 43,48 5,63
RISP 40,92 | 2,87
HO, 59,95 | 5,72
Balik Yagi+ H,0O, 50,26 0,52
RISP+ H,0, 43,97 1,77
Balik Yagi+RISP 43,54 1,81
Balik Yagi+RISP+ H,0, 48,65 5,73

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

(nmol/gr protein)

alp<0.05 ve bp<0.01 Kontrol, Balik Yag1 ve RIS. kiyasla
p<0.05 ve “p<0.01 H,0, kiyasla

ep<0.05 Balik Yagi+H,0, kiyasla
p<0.05 RISP+ H,0, kiyasla
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Kontrol grubu, balik yagi grubu ve risperidon grubu arasinda lipid
peroksidasyon diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

H,O, verilen grupta; kontrol grubu, balik yag1 grubu ve risperidon grubuna
gore LP diizeyi belirgin olarak (P<0,01) yiiksek saptandi.

Balik yagi + HO, verilen gruptaki LP diizeyi; kontrol, balik yagi ve
risperidon grubuna gore anlamli olarak yiiksek (P<0,05), H,O, grubuna gore ise
anlamli olarak (P<0,05) diisiik bulundu.

Risperidon + H,O, verilen grupta LP diizeyi; H,O, grubuna gore belirgin
diizeyde (P<0,01) diisiik bulundu. Risperidon, balik yag1 ve kontrol gruplarina gore
ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Risperidon + balik yag1 verilen gruptaki LP diizeyiyle; kontrol, balik yagi,
risperidon ve risperidon + H,O, gruplarindaki LP diizeyi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. Risperidon + balik yagi verilen gruptaki LP diizeyi, H,O,
verilen gruba gore belirgin olarak (P<0,01) diisiik; balik yag1 + H,O, grubuna gore
anlamli olarak (P<0,05) diisiik saptand1 (Bakiniz grafik 1).

Balik yag1 + risperidon + H,O, verilen grupta LP diizeyi; HO, grubuna gore
ise anlamli olarak (P<0,05) diisiik, balik yagi1 + H,O, grubuna gore anlamli olarak
diisiik (P<0,05) ve risperidon + H,O; gruplarina gére anlamli olarak ytiksek (P<0,05)
bulundu. ( Bakiniz Grafik 1, tablo 4).
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4.2. PC12 Hiicrelerinde GSH Diizeyleri

Grafik 2. Balik Yag ve Risperidon’un (RISP) PCI2 hiicrelerindeki

indirgenmis glutatyon tizerine etkileri (n=8, ortalama + SD).

GSH SD
Kontrol 1,34 0,05
Balik Yagi 1,12 0,05
RISP 1,06 0,08
H,0O, 0,66 0,04
Balik Yagi+ H,O, 1,28 0,08
RISP+ H,0, 1,48 0,06
Balik Yagi+RISP 1,83 0,03
Balik Yagi+RISP+
1,49 0,05
HzOz
2,5
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a b

p<0.05 ve p<0.01 ve °p<0,001 Kontrol, Balik Yag1 ve RIS gruplarina kiyasla
d

fp<0.01 ve °p<0.001 H,0, grubuna kiyasla

p<0.05 ve #p<0,001 Balik Yag1 + H,0, ve RISP+ H,0, gruplarina kiyasla

h
p<0.05 Balik Yagi+RISP grubuna kiyasla
'p<0.05 balik yagi ve risperidon gruplarina kiyasla

Balik yag1 grubu, risperidon grubu ve kontrol grubu arasinda GSH diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
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H,0; verilen grupta; kontrol grubu, balik yagi grubu ve risperidon grubuna
gore GSH diizeyi ¢ok belirgin (P<0,001) diistik saptandi.

Balik yag1 + H,O; verilen gruptaki GSH diizeyleri, H,O, grubuna gore ¢ok
belirgin (P<0,001) yiiksekti. Balik yagi ve risperidon gruplarina gore ise GSH
diizeyleri anlamli olarak (p<0.05) daha ytiksekti.

Risperidon + H,O, verilen grupta H,O, grubuna goére GSH diizeyi cok
belirgin yiiksekti (p<0,001). Kontrol, balik yag1 ve risperidon grubuna gore GSH
diizeyleri anlamli olarak daha yiiksekti (p<0.05).

Risperidon + balik yag1 verilen gruptaki GSH diizeyleri, kontrol, balik yag1 ve
risperidon grubuna gore belirgin diizeyde (p<0,01) yiiksekti. Risperidon + balik yagi
verilen gruptaki GSH diizeyi, balik yagi + H,O, ve risperidon + H,O, gruplarina gore
cok belirgin olarak (p<0,001) yiiksekti. HyO, grubuna gore ise GSH diizeyleri ¢ok
belirgin diizeyde (p<0,001) yiiksekti.

Balik yag1 + risperidon + H,O, verilen grupta GSH diizeyleri ise balik yag +
H,0O, ve risperidon + H,O, gruplarina gére anlamli olarak (P<0,05) yiiksek, balik
yag1 + risperidon grubuna gore ise anlamli olarak diisiik (p<0,05) bulundu. (Bakiniz

Grafik 2, tablo 4).
4.3. PC12 Hiicrelerinde GSH-Px Diizeyleri

Balik yagi grubu, risperidon grubu ve kontrol grubu arasinda GSH-Px

diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi.

H,0, verilen grupta GSH Px diizeyi; kontrol grubu, balik yagi grubu ve

risperidon grubuna gore anlamli olarak diisiik (P<0,05) saptandi.

Balik yag1 + H,O, verilen gruptaki GSH-Px diizeyi; H,O, grubuna gore
belirgin diizeyde (P<0,01) yiiksekti. Kontrol, balik yag1 ve risperidon grubuna gore
ise anlamli olarak (p<0,05) daha yiiksekti.

Risperidon + H,0, verilen grupta; H,O, grubuna gore GSH-Px diizeyi
belirgin diizeyde (P<0,01) yiiksekti. Kontrol, balik yag1 ve risperidon grubuna gore
ise GSH-Px diizeyi anlaml1 olarak (p<0,05) daha yiiksekti.

Risperidon + balik yag1 verilen gruptaki GSH-Px diizeyi; kontrol, balik yag:
ve risperidon grubuna gore belirgin diizeyde (P<0,01) yiiksek; balik yagi + H,O, ve
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risperidon + H,O, gruplarima gore anlamli olarak (P<0,05) yiiksek; H,O, grubuna
gore ise ¢ok belirgin (p<0,001) yiiksek bulundu.

Balik yag1 + risperidon + H»O, verilen grupta GSH-Px diizeyleri; kontrol,
balik yag1 ve risperidon gruplarina gore anlamli olarak (P<0,05) yiiksek; balik yagi +
risperidon grubuna gore ise anlamli olarak (p<0,05) diisiik bulundu ( Bakiniz Grafik
3, tablo 4). Balik yag1 + H,O; ve risperidon + H,O, gruplariyla karsilastirildiginda ise

istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.
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Grafik 3. Balik Yagi1 ve Risperidon’un (RISP) PC12 hiicrelerindeki glutatyon

peroksidaz enzimi tlizerine etkileri (n=8, ortalama + SD).

GSH-Px SD
Kontrol 3,1 0,29
Balik Yagi 3,07 0,27
RISP 3,29 0,36
HyO, 2,73 0,28
Balik Yagi+ H,O, 3,75 0,37
RISP+ H,0, 3,99 0,28
Balik Yagi+RISP 4,94 0,13
Balik Yagi+RISP+ H,0, 4,26 0,36
fi
5 af
TR T
O T F .
L0 H
=
o= .
Kortrol  Balik ag RISP H202  Babk Yad+H202 RISP4H202 Bablk ad+RISP  Balk
Yay+RISP4HI0)

alp<0.05 ve bp<0.01 Kontrol, Balik Yag1 ve RIS. Grubuna kiyasla
Cp<0.01 ve %p<0.001 H,O, grubuna kiyasla
ep<0.05 Balik Yagi + H,0, ve RISP + H,0, grubuna kiyasla
fp<0.05 Balik Yagi + RISP grubuna kiyasla
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Tablo 4. Balik yag1 ve risperidonun oksidatif stres (H,O;) neden oldugu lipit

peroksidasyon (LP), indirgenmis glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

diizeyleri lizerine etkileri.

Parametreler LP GSH GSH-Px
(nmol/gr protein)  (nmol/gr protein) (IU/gr protein)
Kontrol 45.15+1.53 1.34 +0.05 3.10+0.29
Balik Yag: 43.48 £5.63 1.12 +0.05 3.07+0.27
RIS 40.92 +2.87 1.06 + 0.08 3.29+0.36
H,0, 59.95+2.72° 0.66 £ 0.04° 2.73 £0.28°
Balik Yagi+H,0, 50.26 + 0.52*" 1.28£0.08""" 3.75+0.37°
RISP+H,0, 43.97+1.77"¢ 1.48£0.06"* 3.99+0.28"*
Balik Yagi+RISP 4354+1.817¢  1.83+0.03"""  4.94+0.13*"
Balik Yagi + RISP + H,0,  48.65+5.73%" 1.49 £0.05%" 426+ 036"

3 p<0.05, PP<0.01 ve €p<0.001 kontrol, balik yag: ve RISP gruplarima kiyasla.

d
p<0.05, € P<0.01 ve fp<0.001 balik yagi+H,0, ve RISP+H,0, gruplarmna kiyasla.

*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 ve H,0, gruplarina kiyasla.

€ p<0.05 balik yagi+H,0, grubuna kiyasla

" p<0.05 balik yag1 ve risperidon grubuna kiyasla

'p<0.05 balik yagi+RISP grubuna kiyasla

4.3. PC12 hiicrelerinde Sitozole Kalsiyum Iyonu [Ca™’]; Salmm

Diizeyleri:

Kontrol grubu, balik yagi grubu ve risperidon grubu arasinda sitozole

saniyede kalsiyum iyonu [Ca™]; salmmmunda istatistiksel olarak anlaml fark

saptanmadi.

H,O, grubunda; kontrol, balik yagi ve risperidon gruplarina gore sitozole

[Ca™); salinimu ¢ok belirgin diizeyde yiiksek (P<0,001) saptand.

Balik yag1 + H,O, grubunda; kontrol, balik yag1 ve risperidon gruplarina gore

[Ca™); salimimi anlamli olarak yiiksek (P<0,05), H,O, grubuna gére ise belirgin

diizeyde (P<0,01) diisiik saptandi.

Risperidon + H,0, grubunda sitozole [Ca™]; salmimi; kontrol, balik yag: ve
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risperidon gruplarina gore anlaml olarak yiiksek (P<0,05), H,O, grubuna gore ise
belirgin diizeyde (P<0,01) diisik bulundu. Balik yagi + H,O, grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Balik yagi + risperidon grubunda sitozole [Ca™*]; salinimu; kontrol, balik yag
ve risperidon gruplarina gore anlaml diizeyde diisiik (P<0,05); balik yag1 + H,O, ve
risperidon + H,0O, gruplarina gore belirgin diizeyde diisiik (P<0,01); H,O, grubuna
gore ise ¢ok belirgin diizeyde diisiik (P<0,001) bulundu.

Balik yag1 + risperidon + H,O, grubunda sitozole [Ca'™]; salmimi; kontrol,
balik yag1 ve risperidon gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik (P<0,05); balik yagi
+ H,0, ve risperidon + H,O; gruplaria gore belirgin diizeyde diisiik (P<0,01); H,O,
grubuna gore ise ¢ok belirgin diizeyde diisiik (P<0,001) bulundu. Balik yagi +
rsiperidon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Bakiniz Grafik

4, sekil 10).

Grafik 4. PC12 noéronal hiicrelerde oksidatif stresin (H,O,) neden oldugu
sitozole saniyede kalsiyum iyonu [Ca™]; salim iizerinde balik yagi (Balik Y) ve

risperidon (RISP)’un koruyucu etkileri. (n=8, ortalama deger+standart sapma).
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Kontrol Balik Y RISP H202 Balik Y+H202 RISP+H202 BalikY+RISP BalikY+RISP+H202

a b
P<0.05 ve P<0.001. Kontrol, balik yag1 ve risperidon gruplarina kiyasla.
c d
P<0.01 ve P<0.001. H,O, grubuna kryasla
°P<0.01. Balik yagi+H,0, ve RISP+H,0, gruplarina kiyasla
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Sekil 10. PC12 noronal hiicrelerde oksidatif stresin (H,0,) neden oldugu sitozole saniyede kalsiyum
iyonu [Ca'?]; salmim iizerinde balik yag1 (Balik Y) ve risperidon (RISP)’un koruyucu etkilerinin alan
olarak gosterilisi.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada PC12 hiicrelerine H,O, vererek olusturdugumuz oksidatif stres
modelinde, balik yagi ve risperidonun antioksidan enzimler iizerine ve sitozole
saniyede kalsiyum iyonu [Ca™]; salimumi iizerine etkinligi olup olmadigim
gostermek, aliman sonuglarla da risperidonun etki mekanizmasinin aydinlatilarak,

balik yagi ile birlikte verilmesinin fayda veya zararlarinin arastirilmasi amaglandi.

Risperidon noroprotektif etkinligi oldugu cesitli calismalarda gdsterilmis bir
atipik antipsikotiktir (1, 8, 9, 90). Fakat bu etkisini hangi mekanizma iizerinden
gosterdigine yonelik aragtirmalar ve tartismalar halen devam etmektedir. Sizofreni
cogul etiyolojinin suglandigi norogelisimsel bir hastaliktir. Asir1 serbest radikal
tiretimi ya da oksidatif stresin sizofrenili hastalarin patofizyolojisinde rol
oynayabilecegini gdsteren artan sayida kanit vardir. Antioksidan enzimler ya da lipid
peroksidasyonla sizofreni fizyopatolojisi arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir.
Ornegin antioksidan enzimler ya da lipid peroksidasyondaki anormalliklerin
sizofreninin negatif semptomlari, pozitif semptomlar1 ve tardif diskineziyle iligkisi
oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur (7). Bir grup arastirmaci hi¢ tedavi
edilmemis ilk epizod sizofreni hastalarinda SOD diizeyinde azalma, katalaz ve GSH-
Px seviyelerinde degisiklik olmadigin1 gostermistir. Yine kronik sizofreni
hastalarinda yapilan bir ¢calismada plazma SOD ve GSH-Px aktivitesinde azalma ve
plazma MDA seviyelerinde artma oldugu gosterilmistir (7). Bu bulgular, endojen
antioksidan enzimlerinde azalma olan sizofreni hastalarinin oksidatif stres ve hasar
riski altinda oldugunu ve sizofrenide artmis membran lipid peroksidasyonuna katkida
bulunabilecegini destekler. Tersine bircok diger c¢alisma sizofrenik hastalar ve
normal kontroller arasinda GSH-Px ya da SOD aktivitesindeki farkliliklar
gostermekte basarisiz olmuslardir (91). Diger taraftan plazma MDA diizeylerinin
sizofreni hastalarinda normal kontrollerle karsilastirildiginda 3-4 kat arttigim
gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Plazma lipid peroksitlerinde artis, lipid
peroksidasyonun gostergesidir. Sizofreni patofizyolojisinde rolii oldugu diisiiniilen
oksidatif stres aracili membran patolojisinin 6nemli gostergelerindendir (7). Lipid
peroksidasyonunun, sizofrenide gozlenen EPUFA azalmasiyla uyumlu olarak major
mekanizmalardan biri oldugu gosterilmistir. Sizofrenide degismis membran

fosfolipidlerinin esasen anormal EPUFA metabolizmasinda olduguna dair kanitlar
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vardir (7). Membran esansiyel yag asidi azalmasinin ve dolayisiyla hiicre hasarinin
asir1 serbest radikal iiretimi ya da bozulmus antioksidan savunma sisteminden
kaynaklandigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (7). Sizofrenik hastalarin antioksidan
enzim aktivitesindeki degisiklikleri bildiren ¢esitli ¢calismalar vardir. Fakat sonuglar
tutarsizdir. Sizofrenik hastalarin kanlarinda bazi antioksidan enzimlerin siklikla da
SOD’in azalmis seviyeleri hastaligin farkli siirelerinde ve postmortem beyin
incelemesinde gosterilmistir. Daha 6nce hi¢ ilag kullanmamis ilk epizod sizofreni
hastalarinda artmis plazma lipid peroksitleri, degismis antioksidan enzim seviyeleri
oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (22,92). Antipsikotik ilaglarin, cfos ve cjun
gibi erken genlerin, transkripsiyon faktorleri, biliylime faktorleri ve peptidlerin
ekspresyonuna neden oldugu bulunmustur. Erken genlerin ve biiyiime faktorlerinin,
noroprotektif mekanizmalar1 saglayan antioksidan enzimlerin ekspresyonunu
diizenledigine dair kanitlar vardir (22). Antioksidan 6zelligi olan vitaminlerin ya da
esansiyel poliansatiire yag asidi kullaniminin sizofreninin bazi psikopatolojik
semptomlarini diizelttigi bulunmustur (7). Hi¢ tedavi edilmemis ilk epizod sizofreni
hastalartyla, atipiklerle tedavi edilen kronik sizofreni hastalar1 karsilastirildiginda,
atipik kullananlarda daha diisiik plazma lipid peroksitleri ve daha yiiksek membran

esansiyel yag asitleri bulunmustur. Bu bulgular psikopatolojiyle koreledir (92).

H,0,, enzimatik oksidaz aktivitesinin dogal bir yan {iriiniidiir, serbest
radikallerin endojen kaynagidir ve hiicresel diizeyde oksidatif strese katkida bulunur.
Beyin yiiksek oksijen tiikketimiyle birlikte yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir. Diger
organlara gore serbest radikal olusturmaya egilimlidir ve antioksidan aktivitesi daha

azdir. Serbest radikal olusumu ciddi boyuttaysa néronal apoptozis olur (5).

Bizim ¢alismamizda, H,O; verilen grupta; kontrol grubu, risperidon grubu ve
balik yagi grubuyla karsilastirildiginda lipid peroksidasyon iiriinlerinde anlamli
artma, GSH-Px diizeylerinde anlamli azalma, GSH diizeylerinde ¢ok belirgin azalma
saptandi. Bu durum, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak H,O,’in, endojen
antioksidan savunma sisteminin koruma kapasitesine zarar vererek oksidatif stresi
arttirdigimni (5,21) ve olusan ROT’nin hiicre membran ve lipoproteinlerindeki PUFA
ile etkilesime girip, lipid peroksidasyon siirecini baslattigin1 gosterdi (93). Olusan
oksidatif strese bagli asir1 serbest radikal {iretimi basta voltaja duyarli kalsiyum

kanallar1 olmak iizere bir¢cok kanali uyararak sitozole kalsiyum akisini daha da
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uyarmaktadir. Bunun sonucunda, mitokondrinin daha fazla depolarize olmasi sonucu
serbest radikallerin tiretimi daha da artmaktadir. Bu olay apoptozise kadar
gitmektedir (94,95). Bu c¢alismada H,O, verilen grupta, sitozole kalsiyum iyonu
[Ca™]; salmmunda diger gruplara gore ¢ok belirgin artma bulundu. Bu durum,
yapilan diger ¢aligmalarla uyumlu olarak H,O,’in apoptozis yollarini tetikledigini

diistindiirdii (5, 84).

H,0’in indiikledigi apoptozis modeli yalmiz hipotezimizi test etmek igin
degil, yapilan calismalar sonucunda oksidatif stres gostergeleri olan antioksidan
enzim savunma sisteminde degisiklikler, artmis lipid peroksidasyon ve azalmis
membran poliansatiire yag asidi seviyeleri gosterilmis sizofreni i¢in de bir model

olusturabilir (9).

Sizofreni etyopatogenezinde sozii gecen bir diger hipotez membran fosfolipid
hipotezidir. Bu hipoteze gore sizofrenik hastalarin eritrosit ve trombosit
membranlarinda, postmortem beyin dokusunda o6zellikle dokozahegzaenoic asit
(DHA) ve arasidonik asit olmak iizere poliansatiire yag asitlerinin seviyesinde
azalma oldugu gosterilmistir (6, 10, 11, 12). Serbest radikal olusumu, hiicresel
antioksidan savunma sistemlerinin koruma kapasitesini asarsa, noronal proteinlerde
ve lipidlerde oksidatif hasar olusur. Noronal baglantilar azalir ve ciddi boyuttaysa
noronal apoptozis olur (5). Sizofreni gibi genetik zemini olan hastaliklar, ¢evresel
faktorlerden ozellikle de diyetten etkilenebilir. Bu diisiinceden hareketle diyete EFA
eklenmesinin psikiyatrik hastaliklarin  baglangi¢ semptomlarini  Onleyebilecegi
diistintilmistiir. Clinkli EFA viicut tarafindan sentezlenemez. Beyinde arasidonik asit
(AA), eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahegzaenoik asit (DHA) gibi EFA
metabolitleri 6zellikle 6nemlidir. Omega 6 ve Omega 3 yag asitlerinin diyetteki
degisiklikleri, beyin lipid igeriginde ve oOzellikle beyin gelisiminde dramatik
degisikliklere neden olabilir (19).

Sizofrenideki membran fosfolipid hipotezi goz Oniline alinarak, EFA’nin
diyetteki 6nemini, sizofreni semptomlar1 {izerine etkinligi olup olmadigini arastiran
cok sayida ¢aligma mevcuttur. Arvindakshan ve ark. (2003) sizofreni hastalarinin
tedavisine n-3 PUFA eklemisler ve PANNS skorlarinda ilerleme oldugunu
gostermiglerdir (96).
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Peet ve ark (2001) EPA eklenmesiyle DHA eklenmesini karsilastirmiglar
toplam PANNS skorlarm1 EPA nin daha ¢ok azalttigini gdstermislerdir. Ilk atak
sizofreni hastalarina EPA 2g/giin verilerek yapilan randomize, plasebo kontrollii ¢ift-
kor ¢aligmada EPA verilen hastalarda antipsikotik yanitinin daha hizli ve yiiksek,
antipsikotik dozunun %20 daha diisiik, EPS, konstipasyon ve cinsel yan etkilerin
daha az oldugu gosterilmistir. Yine ¢ift-kor plasebo kontrollii ¢alismalarda,
prodromal donemdeki sizofreni hastalarina verilen omega-3 yag asitlerinin,
prodromal dénemden ilk epizod psikoza gecisi Onledikleri ve ilk epizod hastalarda
antipsikotik doz gereksinimini azalttigina dair kanitlar vardir. Ayrica EPA tedavisi
verilen hastalarin PANNS skorlarinda ve tardif diskinezi semptomlarinda anlamli
diizelme oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (10, 12, 15, 16, 20, 97, 98). EPA
ve DHA’ nin bu etkinliklerini hangi mekanizma iizerinden gosterdigi tam olarak

aydimlatilamamustir.

Bizim c¢alismamizda; balik yagi grubu, risperidon grubu ve kontrol grubu
arasinda antioksidan enzim diizeyleri ve sitozole [Ca™]; salimmi agisindan anlamli

fark saptanmadi.

Balik yagi+ H,O; verilen grupta; H,O; verilen gruba gore GSH diizeyleri ¢ok
belirgin diizeyde yiiksek, GSH Px diizeyi belirgin diizeyde yiliksek bulundu. Bu
durum, H»0O;’in antioksidan savunma sistemine zarar verici etkisini, balik yagiin
Onledigini gosterebilir. Risperidon grubu ve balik yagi grubuna gore ise GSH ve
GSH Px diizeyi anlamli olarak yiiksek saptandi. Bu durum H,0O,’in antioksidan
savunma sistemine zarar verici etkisine karsi antioksidan savunma sisteminin ¢alisma
kapasitesini arttirma g¢abasi olarak yorumlanabilir. H,O, verilen gruba goére LP
diizeyi anlamli diizeyde diisiik; kontrol grubu, risperidon grubu ve balik yagi grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Bu bulgular, balik yaginin, H,O;’in neden
oldugu membran PUFA oksidasyonunu anlamli diizeyde onledigini gosterebilir. Yine
balik yagi + H,O, grubunda H,O, grubuna gore, daha once yapilan ¢aligmalarla
uyumlu olarak sitozole [Ca™]; salmimu belirgin diizeyde diisiik bulundu (100).
Aksine, monositik 16semi U937 hiicrelerine tek basina DHA verilmesinin sitozole
[Ca™); salimimim arttirdigim ve ROT iiretimi ile apoptozisi indiikledigini gdsteren
yaymlar da mevcuttur (99). Calismamuza gore balik yagmin sitozole [Ca™];

salimimini azaltici etkisi, apoptozise karst koruyucu etkisi oldugunu destekleyebilir.
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Risperidon + H,O, verilen grupta H,O, grubuna gore; LP diizeyi belirgin
olarak diistik (92), GSH diizeyi ¢ok belirgin yiiksek, GSH-Px diizeyi belirgin yiiksek,
sitozole [Ca™]; salinim ise belirgin diisiik saptandi. Kontrol, risperidon ve balik yag
grubuna gore ise sitozole [Ca™]; salimmi anlamli diizeyde yiiksek saptandi. Daha
once yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak risperidon bizim ¢alismamizda da hiicre igi
kalsiyum diizeyini azaltarak hiicre canliligini arttirdi (90). Bu bulgular, risperidonun
oksidatif strese kars1 koruyucu etkisi oldugunu, apoptozisi 6nledigini gosterdi. Daha
once yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarla, risperidonun da arasinda bulundugu
atipik antipsikotiklerin hiicre Oliimiinii engelledigini gdsteren sonuglarla uyumlu
sonuglar alindi. Fakat daha once yapilan calismalarda atipik antipsikotik ilaclarin
nasil hiicre canliligini arttirdigina dair net bir veri yoktu (1, 5, 9). Daha 6nce yapilan
caligmalarda risperidonun GSH-Px {izerine etkisi ilgili olarak tutarsiz sonuglar elde
edilmistir (7). Bu calisma sonuglarina gore risperidon sitoprotektif etkinligini
muhtemelen antioksidan savunma sisteminin zarar gormesini engelleyerek ve
sitozole [Ca™]; salimmini azaltarak gosteriyor gibi goriinmektedir. Risp + H,0,
grubunda LP diizeyleri, balik yagi+ H,O, verilen gruba gore anlamli olarak daha
diisiiktii. Bu iki grup arasinda GSH, GSH Px ve sitozole [Ca™]; salimim diizeyleri
tizerine etkinlikleri agisindan anlamli fark yoktu. Bu durum risperidonun, hiicreyi
lipid peroksidasyona kars1 koruyucu etkisinin balik yagina gore daha fazla oldugunu

gosterebilir.

Oksidatif stres hiicredeki g¢ekirdekte ADP-riboz (ADPR) iiretimini 3 yolla
artirmaktadir (104). ADPR iiretimi G proteine bagli reseptorlere ligand kanal
aktivasyonu ile baslatilir. Reseptor aktivasyonu aym zamanda intraselliiler Ca™
yogunlugunun yiikselmesi IP; tarafindan hiicre i¢i organellerden Ca*? serbest
birakilmasini saglar. Voltaja duyarli Ca™ ve transient reseptdr potansiyel melastatin
2 (TRPM2) kanallar1 hiicreye dogru giiclenen TRPM2 aktivasyonuyla bir pozitif
feed back ile Ca™ girisi saglar. Alternatif kaynaklar ADPR igeren mitokondri ve
cekirdektir. ADPR polimerlerinin stimiilasyon sonrasi poli (ADPR) polimeraz—1
(PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye
hidroliz edilir (94). Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde
Ca™ artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya hiicre disindan

sitozole H,O, lerin gelisi daha fazla ROT firetilir. ADPR ve ROS geri bildirim
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mekanizmasi ile TRPM2 kanallarinin agilmasi yolu ile sitozole Ca' akigmni artirir
(102). Bu tez ¢alismamizda goézlenen lipit peroksidasyon artigina paralel artmasi,
fakat antioksidan oOzellige sahip GSH ve GSH-Px diizeylerinin azalmasi kendi
arasinda uyumluluk arz etmektedir. Artan okidatif strese bagli olarak bir kisim
katyon kanallarinin agilmasi bagli olarak sitozele Ca' akisinin artisina neden olmus
olabilir. Bununla birlikte risperidon ve balik yaginin ROT firtinlerini bloke etmesi,
mitokondiride ROT iiretimini baskilamig ve katyon kanallarindaki bozuklugun

azalarak sitozole Ca'? akisida fizyolojik sirlar ierisine dogru azalmistir.

Risperidon+balik yagi verilen grupla;

1- Kontrol, balik yag1 ve risperidon grubu karsilastirildiginda; GSH ve GSH-
Px diizeyleri belirgin diizeyde yiiksek, sitozole [Ca™]; salmmmu anlamh diizeyde

diisiik bulundu.

2- Balik yag1 + H,O, ve risperidon+ H,O, gruplar1 karsilagtirildiginda; GSH
diizeyi ¢ok belirgin olarak yiiksek, GSH Px diizeyi anlamli olarak yiiksek, sitozole

[Ca™]; salmimi belirgin diizeyde diisiik olarak bulundu.

3- H,O, grubuyla karsilastirildiginda; LP diizeyi belirgin diizeyde disik,
sitozole [Ca™]; salimmu ¢ok belirgin diizeyde diisiik, GSH ve GSH Px diizeyi ¢ok
belirgin yiiksek olarak bulundu.

Risperidon+balik yagi+ H,O, verilen grupta;

1- Kontrol, balik yag: ve risperidon gruplarina gore; sitozole [Ca™]; salmnimi

anlaml olarak diisiik bulundu.

2- Balik yagi+ H,O, ve risperidont+ H,O, gruplarina goére; GSH diizeyleri
anlamli olarak yiiksek, sitozole [Ca*™]; salimimu belirgin diizeyde diisiik, LP diizeyleri
balik yagi + H,O, grubuna gore anlamli olarak diisiik, risperidont+ H,O, grubuna

gore ise anlamli olarak yiiksek bulundu.

3- H,O, grubuna gore; LP anlamli olarak diisiik, sitozole [Ca™]; salinimu gok

belirgin olarak diisiik bulundu.
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4- Balik yag1 + risperidon grubuna gore; GSH ve GSH Px anlaml diizeyde
diistik bulundu.

Bu bulgularla risperidon ve balik yaginin, antioksidan savunma sistemi ve
hiicre i¢ci kalsiyum seviyeleri lizerinde sinerjik etki yaparak sitoprotektif etkiyi

arttirdig1 diistiniildi.
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6. SONUC

PC12 hiicrelerine H,O, vererek olusturdugumuz oksidatif stres modelinde,

risperidon ve balik yaginin oksidatif stresten koruyucu etkilerinin oldugu bulundu.

Bu calismanin sonuglarina gore risperidon ve balik yagi sitoprotektif
etkinligini, antioksidan enzimlerden GSH ve GSH-Px’in hasar gdrmesini
engelleyerek, lipid peroksidasyonu ve sitozole [Ca™]; salmimim azaltarak yapiyor
gibi goriinmektedir. Risperidonun lipid peroksidasyonunu 6nleyici etkisinin balik
yagina gore daha fazla oldugu goriinmektedir. Ayrica balik yagi ve risperidonun
birlikte verilmesi durumunda antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu ve sitozole
[Ca™]; salimmu iizerine etkinlik daha da fazla artmaktadir. Sizofreni hastalarinda
daha Once yapilan calismalarda balik yagi eklenmesinin, hastaligin prognozuna ve
tedavi yanitina olan etkisini bu bulgular agiklayabilir. Her ne kadar bizim
calismamizda olumlu sonuglar saptanmis olsa da bu konuda daha 6nce yapilmisg

calismalarda birbiriyle tutarsiz sonuglar alinmistir.

Atipik antipsikotiklerin ve balik yaginin, ndronlardaki néroprotektif etkilerini
sadece oksidatif stresi inhibe ederek gosterdiklerini diisiinmek dogru olmaz. flaglarin
ndroprotektif etkilerine katkida bulunan farkli faktorler de bildirilmistir. Ornegin
atipik antipsikotiklerin  eriskin rat beyninde norogenezisi arttirarak, rat
hipokampusunda mRNA BDNF ekspresyonunu arttirarak katkida bulunduklarini

gosteren yayinlar mevcuttur (8).

Bu sonuglarimiza gore risperidonla birlikte balik yagi verilmesinin sizofrenik
hastalarin tedavisinde olumlu etkilerinin sitozole [Ca™]; salimminda diizenleyici
roliiyle ilgili oldugu gozlenmistir. Bu konunun aydinlatilmast i¢in sizofreni
etyopatogenezine yonelik hiicre kiiltlirlinde oksidatif stres, antioksidan sistem ve
[Ca™); salimminin birlikte arastirildig1 daha cok sayida ¢alisma yapilmasina ihtiyag

vardir.
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OZET

PC12 Hiicrelerinde Risperidon ve Balik Yaginin Antioksidan Diizeyleri ve

Sitozole Kalsiyum Akis1 Uzerine Etkileri

Risperidon sizofreni tedavisinde kullanilan bir atipik antipsikotiktir. Sizofreni
progresyonunu yavaslattigini ve sitoprotektif etkinligi oldugunu gosteren artan
sayida kanit vardir. Sizofreni etyopatogenezinde rolii oldugu diisiliniilen
hipotezlerden biri de membran fosfolipid hipotezidir. Bu hipotezi destekleyen
bulgular, sizofrenik hastalarin trombosit membranlarinda ve postmortem beyin
dokusunda azalmis omega-3 yag asidi miktarinin gosterilmis olmasidir. Balik yag1
yapisinda omega-3 yag asitlerinden DHA ve EPA igerir. Sizofrenik hastalara verilen
omega-3 yag asitlerinin hastaligin prognozunu olumlu yonde etkiledigini ve sizofreni
semptomlarini azalttigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Bu caligmada, PC12 hiicrelerinde balik yagi ve risperidonun antioksidan
diizeyi, LP, sitozole saniyede kalsiyum iyonu [Ca™]; salmimi iizerine etkinligi
arastirildi.

PC12 hiicreleri flasklarda kontrol, balik yagi, risperidon, H,O,, balik yag1 +
H,O., risperidon + H,0O,, balik yag1 + risperidon ve balik yagi + risperidon + H,O,
gruplara ayrildi. Daha sonra hiicreler analizden once 15 dakika H,0O,’e maruz
birakildi. Her grupta GSH, GSH-Px, LP, sitozole saniyede kalsiyum iyonu [Ca™];
salmim diizeyine bakildi. Balik yagi ve risperidonla inkiibe edilen hiicrelerde
diizeyleri azalsa da, [Caﬁ]i salinim1 ve LP diizeyleri H,O, grubunda kontrol, balik
yagi ve risperidon grubuna gore yliksekti. Hiicrelerdeki GSH Px ve rediikte GSH
diizeyleri, risperidon ve balik yagiyla inkiibe edilen grupta H,O,’li gruplara gore
yiiksek olsa da, H,O, grubunda kontrol, balik yagi ve risperidon grubuna gore
diistikti.

Sonu¢ olarak balik yagi ve risperidonun oksidatif stresi modiile ederek
koruyucu etkiye neden oldugu gdsterilmistir.

Anahtar sozciikler: Sizofreni, risperidon, balik yagi, Ca'? salinimu, oksidatif stres,
PC12 hiicreleri
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ABSTRACT

Effects of Risperidone and Fish Oil on Antioxidant Enzyme Levels and
Cytosolic Ca’" Release in PC12 Cells

In schizophrenia, early prevention with atypical neuroleptics such as
risperidone has been shown to prevent development of some of the more serious and
debilitating symptoms in many patients. The mechanisms whereby risperidone slows
or prevents symptom progression in schizophrenia remain unclear.

It has been hypothesised that polyunsaturated fatty acids (PUFA) play an
important role in the aetiology of schizophrenia and depression. The main evidence
in support of membrane phospholipid composition hypothesis of schizophrenia
comes from postmortem and platelet studies which show that in schizophrenia
certain omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA) levels are reduced.
Omega-3 fatty acids are primarily obtained from dieatry sources particularly fish.
There is evidence from double-blind placebo-controlled trials that omega-3 fatty
acids might prevent conversion from a prodromal state into first epizode psychosis,
and reduce the antipsychotic drug requirement in first episode patients.

We investigated effects of fish oil and risperidone in PC12 cell line by
evaluating Ca”" mobilization, lipid peroxidation (LP) and antioxidant levels.

The PC12 cell were divided into flask namely control, fish oil, risperidone,
H,0,, fish oil+ H0,, risperidone+ H,0,, fish oil+risperidone and fish
oil+risperidone+ H,O,. The cells were incubated with fish oil and risperidone for 24
and 48 hours respectively. Then the cells were exposed to H,O, for 15 minute before
analysis. Ca”" release and LP levels were higher in H,O, group than in control,
risperidone and fish oil although their levels were decreased in the cells incubated
with fish oil and risperidone. Glutathione peroxidase activity and reduced glutathione
in the cells were lower in H,O, group than in control, risperidone and fish oil
although their levels were higher in the cells incubated with fish oil and risperidone
than in H,O, groups.

In conclusion, these results indicated that risperidone and fish oil induced
protective effects by modulating oxidative stress.

Keywords: Schizophrenia, risperidone, fish oil, Ca*" release, oxidative stress, PC12
cells.
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