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1. OZET

Sizofreninin anatomik, histolojik, biyokimyasal olarak etyolojisi tam
bilinmemektedir. Bununla birlikte patofizyolojisini agiklamaya yonelik 6nemli
ilerlemeler kaydedilmigtir. Sizofrenide néropatolojik degisikliklerin bazilarinin,
artmig serbest radikaller aracilifiyla ya da reaktif oksijen uriinlerinin neden
oldugu néronal hasarin sonucu oldugu yoniindeki mevcut kanitlar artmistir.
Omega-3 (n-3) yag asitleri balik yaginda bol miktarda bulunan esansiyel yag
asitleridir. Ayrica standart noroleptik tedaviyle birlikte diyete eklenen n-3 yag
asitleri santral sinir sisteminin hiicresel yapisinin korunmasi igin gerekli olabilir.
Bu calismanin amaci, sizofreninin néropatofizyolojisine lipit peroksidasyonunun
ctkilerini arastrmak ve lipit peroksidasyonunun onlenmesi ile muhtemelen,
ndronal hiicre membranlarinin yapr ve fonksiyonlarinda olugan korunma

araciligiyla prognozun diizelip diizelemiyecegini gosterebilmektir.

Yaptigimiz ¢alismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Aragtirma
Merkezinden (FUTDAM). temin edilen yetigkin, saglikli Wistar Albino erkek 30
sigan 3 gruba ayrildi. Deneysel psikoz grubuna, 5 giin 0.5 mg/kg/giin dozunda
MK-801 intraperitoneal uygulandi. Tedavi grubuna psikoz grubundan 1 giin 6nce
baslamak tizere 6 giin n-3 (-3) yag asiti (800 mg/kg/giin, marincap® kapsiil)
peroral verildi. Kontrol grubuna ise ayni sire zarfinda serum fizyolojik
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Deneyin 7. guiniinde siganlar dekapite edildi.
Beyinleri ¢ikarilarak prefrontal kismu histolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar igin
aynldi. Histolojik preperatlar Hemotoksilen-Eozin (HE) ile boyanarak incelendi.
Malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PC) biyokimyasal tetkikleri ise

spektrofotometrik metodlarla galigildi.



Histolojik incelemede, MK-801 ile prefrontal alanda apoptozis olustugu
tespit edildi. MK-801 enjeksiyonundan 6nce diyetlerine n-3 yag asitleri eklenerek
benzer histolojik takip safhalarindan gecen siganlarin prefrontal korteksinde
apoptotik hiicre sayilarinin azaldi goériildi. Lipit peroksidasyonunun gostergesi
olan malondialdehit ile protein oksidasyonunun gostergesi olan protein karbonil,
MK-801 verilen siganlarin prefrontal korteksinde (PFK) kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmig bulundu (p<0.0001). n-3 tedavi grubunda prefrontal korteks
dokusundaki MDA ve PC seviyelerinin, MK-801 grubuyla kargilagtirildiginda,

anlaml olarak azaldig1 géruldi (p<0.0001).

Sonug olarak; 0.5 mg/kg/giin dozunda 5 giin siireyle verilen MK-801’in,
sican prefrontal korteksinde apoptotik hiicre degisiklikleri ve oksidatif strese
neden olabildigi ortaya konmugtur. Bu deneysel ¢aligma ayni zamanda MK-801
ile sigan prefrontal korteksinde olusan néronal degisikliklere n-3 yag asitlerinin

koruyucu etkisinin olabilecegine yonelik bazi deliller saglamigtir.

Anahtar Kelimeler: MK-801, prefrontal korteks, apoptozis, omega-3 yag
asiti, malondialdehit, protein karbonil.



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF APOPTOTIC CHANGES AND
MALONDIALDEHYDE LEVEL IN PREFRONTAL CORTEX OF RAT
BRAIN IN AN EXPERIMENTAL SCHIZOPHRENIA MODEL AND THE
PROTECTIVE EFFECTS OF OMEGA-3 FATTY ACIDS

The anatomical, histological, and biochemical basis of the etiology of
schizophrenia is unknown. However, substantial progress has been made to define
its pathophysiology. Evidence has become increasingly available to support the
view that some of the neuropathological changes in schizophrenia may be the
result of increased free radical-mediated or reactive oxygen species mediated
neuronal injury. n-3 fatty acids is an essential fatty acid found in large amount in
fish oil. Addition of n-3 féﬁy acids to the diet together with standard neuroleptic
treatment may be necessary for prevention of cellular structures of central nervous
system. Primary objective of this study is to indicate the contribution effect of
lipid peroxidation to the neuropathophysiology of schizophrenia, and that
prevention of lipid peroxidation may improve prognosis, probably by producing
improvements in the structure, and thereby also in the functions, of neuronal
membranes.

Healthy adult and male Wistar Albino rats were obtained Firat University
Biomedical Research Unit and 30 rats divided into three groups. MK-801 was
given intraperitoneally at the dose of 0.5mg/kg/day for S days in experimental
psychosis group. n-3 fatty acid (800 mg/kg/day, Marincap® capsule) was given to
treatment group for 6 days by peroral. In control group, saline was given in the
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same way. In 7 days the beginning of the experiments rats were killed by
decapitation. Brain were removed and prefrontal part of the brain was divided for
histological and biochemical analyses. Histological preparats were stained with
HE and analyzed. Malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl (PC) analyses
were made by spectrophotometric methods.

The histological examination demonstrated that MK-801 induced
prefrontal apoptosis. A similar series of experiments has shown that n-3 fatty
acids supplementation to the diet of rats decreased the apoptotic cell account in
prefrontal cortex after MK-801 injection. Malondialdehyde, as an indicator of
lipid peroxidation, as well as protein carbonyl, as an indicator of protein
oxidation, levels was found to be increased significantly in prefrontal cortex of
MK-801 group (p<0.0001) compared to control group. In n-3 treated rats,
prefrontal tissue malondialdehyde and protein carbonyl levels were decreased
significantly when compared to MK-801 group (p<0.0001).

As a conclusion, MK-801 at the dose of 0.5 mg/kg/day may induce
apoptotic changes and oxidative stress in prefrontal cortex of rats. This
experimental study also provides some evidences for the protective effects of n-3

fatty acids on MK-801-induced changes in prefrontal rat cortex.

Keywords: MK-801, prefrontal cortex, apoptosis, omega-3 fatty acids,

malondialdehyde, protein carbonyl.



3. GIRIS

Yaygin biligsel ve duygusal bozukluklarla seyreden, kiginin iglevselliginde
onemli Olglide azalmaya sebep olarak gevresiyle gatigmasina yol agip, kendine
Ozgu bir ige kapamim diinyasina ¢ekildigi ruhsal bir bozukluk olan gizofreni,
medikal ve sosyal bir problem olarak kargimiza gikmaktadir. Bu hastaliin
fizyopatolojisi ise tam agiklanamamug, bir ¢ok teori ileri striilmiig ancak ortaya
net bir sonug¢ konulabilmig degildir. Son yillarda bir gok hastaliin etyolojisinde
aragtirilan serbest radikal metabolizmasimin oksidan ve antioksidan sistem
arasindaki dengesizlik konusu sizofrenide de aragtirma konusu olmug ve bu yonde
baz1 ipuglari yakalanmstir (1).

Reaktif oksijen triinlerinin artmasi ve/veya antioksidan savunma
sisteminin azalmasi ile olugan oksidatif stres, membran fosfolipidleri 6zellikle
esansiyel c¢oklu doymamig yag asitlerinin esterlesmesine, membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonuna, protein ve DNA hasarina sebep olmaktadir
(2). Programlanmig hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis, sinir sisteminin normal
migrasyonunda gorev alan  Onemli bir siireg¢ olup, bazi norodejeneratif
hastaliklarin etyolojisinde de rol oynadig: diigiiniilmektedir. Sizofrenik hastalarin
beyinlerinde gozlenen hiﬁoﬁontaﬁtenin agiklanmasinda apoptotik degisikliklerin
gosterilmesinin faydasi olabilir.

Sizofreninin etyopatogenezini agiklifa kavugturmak ve sgizofreni igin
gelistirilen ilaglar1 denemek amaciyla c¢esitli deneysel hayvan modelleri

olugturulmaya g¢aligtlmigtir. Ancak bu Diabetes Mellitus, kalp hastahiinda

olusturulan modeller kadar kolay olmamigtir. Sizofreni hayvan modellerinde



olusan davramg degigiklikleri degerlendirilmis ve antipsikotiklerden

etkilenebilirligi 6l¢ii olarak kabul edilmistir.

Bu c¢aligmada, sigana verildiginde hem negatif hem de pozitif belirtileri
gosterme Ozelli§i olmast yamisira insan Uzerinde kullanildifinda sizofreni
semptomlarini ortaya ¢ikardit ya da yeniledigi tespit edilmis olan bir non
kompotetif NMDA (N metil D-aspartat) reseptor antagonisti MK-801 ile deneysel
psikoz tablosu olusturulmasi amaglandi. Boylece prefrontal bolgede olusacak
oksidatif hasar1 gosterip esansiyel bir yag asiti olan omega-3 yag asiti vererek bu
hasarin Onlenip Onlenemiyecegini, oksidatif hasardan apoptozisin nasil
etkilendigini saptamakla gizofreni etyolojisine katki saglayabilmeyi ve omega-3

yag asitlerinin tedavide kullanilip kullanilamayacagini gostermeyi hedefledik.
3.1. Sizofreni
3.1.1. Sizofreni hakkinda genel bilgiler

Psikoz, ego suurlarinin kaybi ya da gergegi degerlendirme bozuklugu
olarak tammlanmigtir. Duygusal durumda ve diigiinme seklinde degisikliklere ve
kisinin hissettiklerini anlamayi giiglestiren anormal diistincelere yol agabilir (3, 4).

Sizofreni en sik rastlanan psikotik bozukluktur (5). Kisinin kendine 6zgii
bir ige kapanim diinyasina g¢ekildigi, sanr ve varsamlarin eslik ettigi davranig
bozukluklarinin gorildiigi bir sendromdur (3). Belirtilerin en az 6 ay siirmesi ya
da aktif evre semptomlari olan hezeyanlar, hallusinasyonlar, ileri derecede
dezorganize ya da katatonik davranig, negatif semptomlardan ise ikisi ya da daha
fazlasinin en az 1 ay siirmesi ile tan1 konmaktadir (4). Kisilik yikilmas ile kendini

gosteren, epizodik gidigli, erken yaslardan itibaren hayat boyu devam eden,



sonlanmasinda belirgin farkliliklar gorilebilen bir hastaliktir (6). Gorulme sikligs,
yani ortalama yagam boyunca gizofrenik epizot gegirme riski, herhangi bir
toplumda yaklagik %0,5 - %1 dolayindadir (4). Cinsler arasinda goriilme siklig
ve prognozu arasinda farklar vardir. Kadinlarda daha ge¢ baslar, daha belirgin
duygudurum belirtileri ile seyreder ve prognoz daha iyidir. Insidansi, erkeklerde
biraz daha yiiksektir (6, 4). Sosyo-ekenomik diizeyi digiik kesimlerde yigilma
oldugu goriilmektedir. Aile incelemeleri, gizofrenlerin aile bireylerinde normal
popiilasyona oranla anlamli derecede yiiksek sizofreni gorilme sikhg:
bulundugunu goéstermigtir. Monozigot ikizlerde olﬁsma riski, dizigot ikizlere gore
daha yiiksek bulunmugtur. Bunlar da genetik ve sosyal faktorlerin birlikte

etkilegerek sizofreni etyopatogenezinde rol oynadiklarim diigtindiirmektedir (5).

Sizofreni i¢in patognomonik olan tek bir semptom yoktur. Belirli bir takim
belirti ve bulgularin bir araya geldiginin goriilmesi yanisira mesleki ya da
toplumsal iglevsellikte bozulma olmas: ile tam konur. Hastalifa 6zgii semptomlar
iki biiyik kategoriye ayrilabilir. Pozitif semptomlar; hezeyanlar (gikarimsal
digiince), hallisinasyonlar (algy), dil ve iletisim (dezorganize konugma) ile
davramglar butininii (ileri derecede dezorganize yada katatonik davranig)
kapsamaktadir. Isitme halliisinasyonlar en sik karsilagilan halliisinasyon tiirii iken
cagrisgimlarda dagimikligi kapsayan dezorganize konugmada kigilerin konugmasi
degisik derecede diizensiz ve daginik olabilir. Katotonik davraniglar, gevreye tepki
gostermede belirli bir azalma, rijid postiir alma ya da asir1 motor aktivite olarak
goriilmektedir. Negatif semptomlar; duygusal diga vurum aralifinda ve duygusal
digavurumun  yogunlugunda (affektif donukluk) azalma, diigiincenin ve

konugmanin akiciliginda ve iiretiminde yetersizlik (aloji), amaca yonelik davranig



baglatamama ve sirdirememe (avolisyon), dikkat eksikligi, diigiincede
fakirlesmeyi kapsar [Diagnostic and statistical manual of mental disorders IV
(DSM-1V)]. Pozitif belirtili sizofreni (PBS) ile negatif belirtili gizofreni (NBS)
arasindaki ayriliklarin sadece klinik goriiniimle sinirli olmadigs; bu iki tip arasinda
tedavi se¢imi, tedaviye yanit, hastalik seyri, beyin gériintiisii, patofizyolojik
mekanizmalar ve norotransmitter tutulumu agisindan da farkliliklarin bulundugu
ifade edilmigtir. PB§ daha ziyade dopaminerjik, NBS$’de ise daha gok serotonerjik

bir tutulumun oldugu bildirilmektedir (7).

3.1.2. Sizofreni etyolojisi ile ilgili teoriler:

Dopamin, sizoffeninin  kliniginde en fazla = sorumlu tutulan
norotransmitterdir. Antipsikotik etkinin dopamin reseptdr blokaji ile iliskisinin
olmasi, dopaminerjik bir madde olan amfetaminin paranoid psikoz tablosuna yol
agtigmmn gosterilmesi ile mimkiin olmugtur (8). Ventral tegmentumdan limbik
sisteme, korteks ile septohipokampal alana uzanan mezolimbik, mezokortikal
sistem, substantia nigradan sitriatuma uzanan nigrositriatal sistem, hipotalamustan
hipofize uzanan tuberoinfundibular sistem beyindeki baglica dopamin yolaklarini
olusturmaktadir (9). Noroleptikler etkilerini mezolimbik-mezokortikal sistemdeki
dopamin reseptérleri iizerinden gostermektedir. Nigrositriatal sistemdeki dopamin
reseptoér blokaji ekstrapiramidal yan etkilere, tuberoinfundibular sistemde ise
prolaktin atigina neden olmaktadir. Sizofenide, dopamin iletimininin baskilanmig
oldugu prefrontal dopamin etkinligindeki azalmanmn, limbik bblgede dopamin
etkinlik artigina yol agtign ileri siiriilmigtir (10, 11). Dopamin, tirozin
aminoasitinden elde edilen bir katekolamin olup (9) bu konudaki deneysel

galiymalarda, ozellikle prefrontal kortekste yogunluk gosteren dopamin



noronlarinin  gizofreni patogenezinde rol alabilecegi belirtilmigtir (12). Heniiz
fonksiyonu tam bilinmeyen, mitokondride sentez edilen N-asetil aspartat’in
sizofreni hastalarinda saptanan diigiik diizeyi prefrontal fonksiyon bozukluklar ile

ilgili olabilir (13).

Klinik gt’)rﬁntiilemé teknikleri ile yapilan galigmalarda, klasik antipsikotik
ilaglarin beyinde dopamin (DA) D2 reseptorlerinin %75’ni etkiledigi tespit
edilmigtir. Atipik antipsikotik ilaglar ise D2 reseptorlerinin %45°ni etkilemektedir.
Klasik veya tipik noroleptikler diye nitelendirilen antipsikotik ilaglar, biiyik
olgiide dopaminerjik D2 reseptorlerini, diigik dizeyde D1 reseptorlerini
etkileyerek antipsikotik etki olustururlar. Bagart ile kullailan diger bazi
noroleptikler ise D2 reseptérleri diginda D1, serotonerjik, alfa-adrenerjik,
histaminerjik ve muskarinik reseptorleri etkileyerek antipsikotik etki gosterirler
(10). Dopaminerjik siste£n diginda etkiler gosterebilen bu noroleptikler atipik
olarak vasiflandiriimaktadir. Boylece sadece dopaminerjik sistemin degil, santral
sinir sisteminde varhg: kanitlanan bir ¢ok norotransmitter ve bunlara ait
reseptorler ile alt tiplerinin gizofrenik psikozlarda rolii olabilecegi giindeme
gelmigtir. Serotonin antagonistlerinin 6zellikle negatif semptomlu sizofrenide
yararli olmasi kronik psikozlarda en az dopamin kadar serotoninin de suglanmasi
gerektigini gostermigtir (14, 15).

Raphe ¢ekirdeklerinden ¢ikip kortekse ve bir ¢ok subkortikal yapiya
ulagan serotonerjik sistem de, gizofrenide sorumlu tutulﬁlus ve serotonerjik
disregiilasyondan bahsedilmigtir (9, 12, 15). Yeni atipik antipsikotiklerin
serotonin reseptorlerine ilgisi ve LSD (Lizerjik asid dietilamid)’ in halliisinojen

ozelligi buna sebep olmugtur. Asetilkolin, noradrenalin, kolesistokinin, endojen



opoid peptidlerinde gizofrenide rolii aragtirilmig ama net bir bilgi bulunamamigir
(16, 17, 18).

Kimyasal maddeler ile olugturulan hayvan modellerinde nérotransmitter ve
reseptorler incelenerek gizofreni patofizyolojisi aragtirilmigtir. Fensiklidin
(Phencyclidine-PCP) gibi NMDA (N-metil D-aspartat) antagonistleri ile
olugturulan gizofreni modelinde, tipik, atipik psikotik ilaglar ve diger reseptor
blokorii ilaglar kullamlargk yapilan caligmalar vardir. Bu durum sizofrenide
NMDA reseptor hipofonksiyonu ile glutaminerjik sinir iletisinde azalma oldugu
hipotezinin ortaya atilmasina sebep olmugtur (19).

Membran fosfolipidlerinde azalma, fosfolipid yapilarinda bozulma ile
membran fonksiyonlarinda o6nemli degigiklikler —olmaktadir. Membran
yapilarindaki yapisal ve fonksiyonel proteinlerin, membrantz fosfolipitlerdeki
bozukluga bagli olarak fonksiyonunu yerine getirememesi sizofrenide membran

anormallikleri ile ilgili hipotezin ortaya ¢ikmasina sebep olmugtur (20).

3.2. Deneysel hayvan modelleri
Psikopatolojik bozukluklarda ozellikle gizofreni ile ilgili insana esdeger
kabul edilecek tam bir model olusturulamamigtir. Baglica deneysel hayvan
modelleri su gekilde siniflandirilabilir:
a) Farmakolojik Modeller:
1- Dopamin temelinde geligtirilen: Amfetamin gibi psikostimiilanlar
ile (21),
2- Glutamat temelinde gelistirilen: PCP, MK-801, ketamin ile (22),
3- Serotonin " temelinde gelistirilen: LSD, feniletilamin gibi

halliisinojenik ajanlar ile (23),
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4- GABA temelinde: GABA, reseptor antagonisti picrotoksin ile

gerceklestirilmektedir.
b) Lezyon Modelleri:

1- Yetigkin sigan lezyon modelleri: Prefrontal korteks lezyonu, dorsal
hipokampus lezyonu,  ventral = hipokampus  lezyonu,
intracerebroventrikiiler kainik asit verilmesi,

2- Neonatal sican lezyon modelleri: Prefrontal korteks lezyonu,
ventral hipokampus lezyonu.

Neonatal lezyon modellerinin ¢ogu ventral hipokampus lezyon
modellerine odaklanmlstlf. Bu ratlar postnatal 56. giinde lokomotor aktivite artigt
gostermiglerdir (24).

Psikostimiilanlara tekrarlayan maruziyet, 6zellikle meso-akkumbel, meso-
frontal dopaminerjik ve prefrontal glutaminerjik sistemde noéronal degisikliklere
neden olmaktadir (25, 26). En uygunu kabul edilen amfetamin bir DA agonistidir
ve bu modelde gozlenen belirtiler daha ¢ok PBS’ye uymakta olup insanda
paranoid davramglara yol agar. Amfetamin psikozu, sizofreninin Onemli
semptomlari olan diigiince bozuklugu, anhedoni (ilgi kayb: ya da zevk alamama)
gibi negatif belirtileri <;1u$turamamaktad1r (10, 11). LSD psikozunda olusan
hallisinasyonlarin daha ¢ok gorsel oldugu, isitsel halliisinasyonlarin sik
gorildigi sizofreniyi tam yansitmadigi diigiiniilmektedir.

Sican sizofreni modellerinde hiperaktivite, stereotipik davramglar,
vertikalizasyon, ataksi, lokomotor aktivite artigt gibi davrams degisiklikleri
gozlenmektedir. Ileri yiirime, kafa sallama, kendine geki diizen verme (6n

ayaklari agiz, yiz ve kulaklara gotiirme sayisi, taranma), koklama, yalanma,
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yerinde sayma, ziplama, arka ayaklar iizerinde yilkselme, daire ¢izme, kafes
etrafinda donme, kendi etrafinda donme, gaita sayisi incelenen davranig
sekilleridir. Bunlardan ileri yiirime, koklama, kafa sallama, ziplama, daire gizme
(27), geri yiriime, yerinde sayma, koklama davramslarmdaki artiglar PBS’de
goriilen pozitif semptomlara uymakta, kendine ¢eki diizen verme ve yalanma
davraniglarindaki azalma, NBS’de goriilen afektif aldirmazlik, kiintlegme, kigisel
hijyene Onem vermeme olarak belirtilen negatif semptomlar1 gosterdigi
dugiinilmektedir. Arka ayaklar tizerinde yiikselme, kafesin duvarlarim ve zemini
yalama gibi stereotipik hareketler sitriatal dopaminerjik hiperaktivite (9), yerinde
sayma, kafa sallama, koklama gibi stereotipik hareketler ise serotonerjik
aktivasyon olarak nitelendirilmekte, geri yiiriime, daire ¢izme ise hallusinojenik
etkiler olarak ¢aligmalarda tespit edilmig bulunmaktadir (23, 28, 29, 19, 25).

Son yillarda, NMDA glutamat reseptor sisteminin gizofrenide potansiyel
rolii olduguna yonelik artan galigmalar mevcuttur. 1950°li yillarda disosiyatif
anestezik olarak kullamilan fensiklidin’in insanlarda sizofreni benzeri psikotik
semptomlara neden oldugu goriilmisgtiir. Klinikte PCP ve diger non-kompetitif
reseptor antagonistlerinin saglikli gonillilerde denenmesi, akut sizofreniden
ayrilamayan, negatif semptomlarla, digiince bozuklugu ve hallusinasyonlarinda
oldugu psikoz tablosunu olugturmugtur. Bu gozlemler gizofreni galigmalari igin
ilging bir ilag modeli olarak PCP deneysel psikoz modelinin geligtirilmesine yol
agmigtir. David Lodge ve arkadaglari 30 yil kadar sonra PCP’ye bagl beyin
fonksiyon bozuklugunun primer mekanizmasi olarak NMDA glutamat reseptér
blokaji oldugunu kamtlamiglardir (30). NMDA blokaji yapan diger ilaglarla

ardisik yapilan galigmalar akut psikotik reaksiyonlari tetikliyordu ve NMDA
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glutamat reseptor fonksiyonundaki bozuklugun sizofreni patofizyolojisinde model
olabilecegi diigiiniildi. NMDA reseptér blokajinin sonucu serebral kortekste
eksitator norotransmitterlerin fazla salinimi ve postsinaptik noronlarin ardigik
stimulisyonu NMDARHipo (NMDA reseptor hipofonksiyon) durumu ile ilgili
davraniy bozuklugu ve kognitif bozukluklann agiklayabilecegi, genetik ve
nongenetik faktorlerin her ikisinin de bu hipoteze katkida bulunabilecegi belirtildi
(22). Ancak beyin iskemi/reperfiizyon ve epilepsi de glutamat eksitoksitesini
azaltmak amaciyla geligtirilmeye galigilan NMDA antagonistlerinin (MK-801
gibi) psikotik semptomlara nasil yol agtifi heniiz tam agiklifa kavugmamis,
glutamatin fazla salindifi, az salindif1 ya da bagka etki mekanizmalar1 oldugu
yoniinde degisik hipotezler ileri siiriilmiigtiir.

Cogu aragtirmact PCP’ye bagli psikozun gizofreni’den ayrimimin zor
oldugu konusunda hemfikir olmuglardir (29). Ayrica lizerjik asit dietilamid (LSD)
ve amfetamin gibi diger psikomimetik ilaglardan sizofreni semptomlarim taklit
etme bakimindan daha giivenilir oldugunu diiginmuglerdir (31). PCP, ayrica stabil
kronik sizofrenili hastalarda akut psikotik semptomlarin yeniden niiks etmesini
tetikler (4), LSD gibi diger ilaglar bunu yapmaz. Yine NMDA antagonistlerinin
uzun bir listesinin PCP psikozuna benzer gekilde insanda kusursuz psikotik
reaksiyonu tetikledigi test edilmigtir (22).

Deneysel hayvan caligmalarinda efer NMDARHipo etkisiyle Glutamat
(Glu) ve Asetilkolin (Ach) salinimi artarsa, postsnaptik néronlarda ya irreversibil
ya da reversibil morfolojik degisiklikler geligebilir. Orta derecedeki artmig
nérotransmitter salimmi ve iligkili postsnaptik noronlarn fazla stimiilasyonu

sizofrenideki davramiy ve kognitif semptomlart agiklayabilir. Kemiricilerde
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yapilan g¢aligmalarda, uzamiy NMDARHipo durumunun kortikolimbik beyin
alanlarinda néronal hasan- tetikleyebildigi gosterilmigtir (32). Eger bu durum
nispeten kisa ise patolojik degisiklikler posterior singulat ve retrosplenial
korteksteki spesifik Mnéronlarda etkilenen sitoplazmik organellerdeki reversibil
vakuol reaksiyonu ile sirlanmigtir. Oysa uzamug NMDARHipo durumu
irreversibil dejenerasyona ve ¢ogu kortikolimbik beyin néronlarinin Sliimiine
sebep olur. Tahminen noronlardaki bu hiperstimiilasyon psikotik semptom
olusmasina yardimci olur. Boylelikle hayvan modelleri NMDARHipo
hiperstimiilasyonu ve ntron zedelenmesini Onlemede farmakolojik yaklagimlar
igin firsat vermektedir (225.'

3.3. MK-801 (DiZOCILPIiNE), [(5R,10S)-(+)-5-methyl-10,11-dihydro-

5H-dibenzo (a,d)-cyclohepten-5, 10-imine hydrogen maleate)]

NMDA reseptorleri, PCP ve MK-801 tarafindan inhibe edilmektedir (33,
34). Her ikisi de voltaj kontrolli kanallarin i¢ kismina ancak Mg++’un baglandig1
yer diginda bir yere baglanmaktadir. NMDA reseptorlerinin blokaji sizofrenideki
hallisinasyonlara benzer tablolara neden olmaktadir. Ayrica, antipsikotik ilaglar

NMDA reseptor kanalindan iyon akigini artirmaktadir.

Sekil 1: MK-801’in molekiiler yapis1



Yapilan deneysel galigmalarda, MK-801’in sistemik olarak verilmesinin
ratlarda medial prefrontal korteks’te (mPFK) fonksiyonel inaktivasyona,
mezokortikolimbik alanda DA sisteminin diizensizligine, ndronlarda dinamik
fizyolojik cevapta bozulmaya sebep oldugu gorilmiistiir. Spesifik olarak mPFK’te
DA néronlarinda azalma goriilirken, ventral tegmental alanda (VTA) DA
noronlarinda artma bulunmugtur. MK-801 ile mezolimbik dopamin noral
aktivitedeki artig nukleus akkiimbens gibi hedef organlarda salinimi artirmaktadir
(35, 36).

PCP ya da MK-801’in sistemik ya da lokal verilmesi, mezokortikal ve
mezolimbik DA néronlarinda ciddi bozukluga sebep olmus, davrang
degerlendirmelerinde ise kaginma cevaplari, lokomotor aktivasyon, ataksi ve
stereotipik davraniglarda -anlamli degisiklikler tespit edilmistir (37, 38, 39).
Andine ve arkadaglarinin yaptiklan ¢aligmada, psikoz modeli olarak ratlarda MK-
801 ile olugsan davramg degisiklikleri, 1100 Sprague Dawley cinsi rat iizerinde
doz, yas, cinsiyet farkliliklar ile gaz kromatografik metoduyla MK-801’in plazma
ve beyin analizleri yapilarak tespit edilmistir. Yine MK-801 ile psikoz olugturulan
gruplara verilen noroleptiklerin insandaki antipsikotik etkilerine korele olarak
olusan davraniglan bloke ettigi gorilmustiir (38, 39). Boylelikle yeni ve daha iyi
antipsikotik ajanlarin denenmesi amaciyla psikoz modeli olabilecegine karar
verilmigtir. Davranig g¢aligmalarinda koordineli veya koordineli olmayan
lokomotor aktivite artigi, iki ayak tzerine kalkma, havay: koklama, bag sallama,
kasinma, bir alandan obiir alana gegis, kendi etrafinda donme, yuvarlanma,
hayvanlarin kendine geki diizen vermelerinde eksiklik, ataksik davramglar tespit

edilerek gizofreni modeli olarak kullanilmigtir (40, 41, 42, 43, 44).
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3.4. Prefrontal Korteks (PFC)

3.4.1. Prefrontal korteks anatomisi

Dorsolateral PFC
digtan goériig

Inferior Orbital PFC
digtan gérinig

Sekil 2: Prefrontal Korteks (lateralden goriiniis)

Presentral sahamin o6n tarafinda genig bir alam tutar. Bu saha, gyrus
frontalis superior, medius ve inferiorun biiyikk kismi, gyri orbitales ile gyrus
frontalis superiorun hemisferin i¢ yiiziinde kalan kisminin biyiik bolimiini ve
gyrus cinguli’nin 6n yarisint (Brodmann’in 9,10,11, 12, 24, 46 no’lu alanlari)
kapsar. Cok sayidaki afferent ve efferent liflerle beyin korteksinin diger
bolimlerine, thalamus, hypothalamus ve corpus striatum’a baglanir. Buradan
baglayan lifler (Tr. Frontopontinus), nuclei pontin aracilif: ile prefrontal korteksi
beyincige baglar. Bu sahé, forceps minor ve corpus callosum’un genu’sundaki
kommissural lifler aracilif: ile her iki beyin hemisferine baglanir (45). Prefrontal

korteks sahislarin kisilik ve davraniglari ile ilgili merkezleri igerir. Bir ¢ok kortikal
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ve subkortikal merkezlerden buraya gelen veriler degerlendirilerek kigilerin
olaylar karsisindaki duyarlilig: tayin edilir. Kiginin duygusal derinligini diizenler,
bireysel girigim, karar verme ve yorumda da etkilidir (46).

Prefrontal korteks, makroskopik olarak ti¢ boliime ayrilarak incelenir (47):

1. Dorsolateral prefrontal korteks (DLPFC) (Brodmann 9, 10 ve 46.alanlar1)

2. Medial frontal korteks (MFC) (Brodmann 24.alani, gyrus cinguli’nin anterior
alani)

3. Orbitofrontal korteks (OFC) (Brodmann 11 ve 12.alanlarr).

Sekil 3: Prefrontal Korteksteki Brodmann Alanlari (Hemisferin medial yiiziinden)

Beynin diger alanlari ile siirekli irtibat halinde olan prefrontal korteks,

beyne gelen uyanlan tarayip degerlendirmek, anlamlandirmak, se¢mek, yeni
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diigtinceler tasarlamak gibi kompleks iist dizey diisiincelerin hayata gegirildigi bir
alandir. Algilama, dikkat, hafiza, duygulanim iglevleri bu alanda yiiriitiilmektedir
(48). Prefrontal korteks, aksiyonun koordinasyonu ile ilgili beynin bir pargasi olup
subkortikal yapilarla motor sistemler ve biitiin duyusal neokortikal yapilarla
baglantinin saglanarak tek bir neokortikal alan gibi birbirleri arasinda iligkinin
saglandig alandir.

Ventromedial prefrontal korteks fonksiyonlar1 arasinda internal
informasyonla ilgili (long-term hafiza, duygulamim, odiillendirme), lateral ve
middorsal prefrontal korteks ise eksternal enformasyon (duygulanim, motor) ile
iligkili gortinmektedir (49). Positron emisyon tomografi (PET) ve fonksiyonel
magnetik rezonans imaging (fMRI) galiymalarinda PFC’nin, kalici dikkat, yazi
tanima, sozel ve uzaysawl~ caliyma bellegi (working memory), anlamsal bellek,
epizodik bellek, kavramsal ciddiyet gibi cesitli kognitif fonksiyonlan igerdigi
tespit edilmigtir (50). Duncan ve Owen ¢atigma, yeni goérev, galigma belleginde
elemanlarin sayisi, galiyma belleginde gecikme ve algilama zorlugu gibi 5 kognitif
fonksiyona odaklanmiglar ve bu fonksiyonlan PFC’nin 3 alam ile
iliskilendirmiglerdir: Mid dorsolateral PFC, mid ventrolateral PFC ve anterior
singulat korteksin dorsal pargasi (51). Bu alanlar, uyarani tanima, galigma bellegi
devamlilifi, cevap segme gibi farkli durumlan1 gekillendiren yaygin bir ag gibi
gorinmektedirler. ﬂsteﬁk epizodik bellekten geri alma, hem de ayni alanlara
angaje etme gibi gorevlere ek olarak epizodik geri alimin frontal lobda yiiksek bir
aktivasyon orami mevcuttur. Insanlarda rostral orbital alamin (11. alan) yeni
bilgileri kodladi81, posterior medial orbitofrontal alanin hafiza ile iligkili segmede

onemli oldugu wvurgulanmigtir (48). Sol inferior PFC’nin ozellikle gyrusun
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anterior ve inferior bdlimiiniin mental girigimlere aracilik ettigi, bu alanlarin
kelime anlami ile ilgili yerler olarak tammlandigi, dil ve hafizanin
iligkilendirildigi yerler oldugu tespit edilmigtir (52).

Artmug hafiza ile iligkili aktivite mid ventrolateral PFC’deki ¢aligma
belleginin glincellestirilmesi ve devamlilif ile iligkilidir (53). Mid dorsolateral
PFC’in segicilik, izleme, galisma belleginde korunmug olan materyali harekete
gegirme ile ilgili kogniti~f‘ girisimlerde Onemli rolii oldugu ileri sirilmiigtir.
Ayrica dorsolateral PFC haberlegme ile ilgili degerlendirme igin kritik rol oynar.
Genel hafiza ile iligkili aktivite polar PFC’de artmugtir ve hedefin kontrolii ve
hedefe ulagma, gergeklestirme guct ile iligkilidir. Anterior singulat kortekste
artmig aktivite kognitif kontrolle ve gorevin tamamlanmasindaki ¢aba ile
iligkilidir (50). Kognitif ve diger yiiksek kortikal fonksiyonlarda prefrontal
korteks-bazal ganglion-talamokortikal devrenin 6nemli rol oynadigi saptanmigtir
(47).

Diger kortikal ve subkortikal bolgelerle kargilikli néronal baglantilar:
bulunan prefrontal korteks, limbik sistem ile gyrus cinguli araciligiyla baglanti
kurar. Orbitofrontal korteksin talamusun pars magnoselliilarisi ve dorsolateral
korteksin pars parvosellilarisi ile kargihkli baglantilari vardir (54). Frontal
assosiasyon yollarinin yerlestigi kisim olan prefrontal korteks subkortikal
yapilardan hipokampus, hipotalamus, corpus amigdaloidum ile, kortikal
yapilardan temporal, oksipital, paryetal, premotor, motor korteksle iligki
halindedir (47, 54).

Fonksiyon kayiplarina yol agan lezyonlar, az ¢ok bélgelerin fonksiyonu

hakkinda bilgi vermektedir. Ornegin, dorsolateral prefrontal korteks lezyonu;
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planlamak, organize etmek, degistirmek, kopyalamak, bilgileri isleme koymak
gibi ybnetici fonksiyonlarda bozulma ile karakterizedir. Bellek yikimi meydana
gelir, sozel akicilik kaybolur. Orbitofrontal korteks lezyonlarinda kiside olgiisiiz
ve agir1 davraniglar goriiliir. Sosyal diizeni bozucu, kaba tavirlar gozlenir. Medial
frontal bolgeyi ilgilendiren lezyonlarda ilgisiz ve heyecansiz duygulanimla, motor

ve kognitif anlamda apati ortaya gikar (47).

3.4.2. Histolojisi

Beyin hemisferlerin dig yiiziinii gri cevher yapisinda olan korteks gevreler.
Korteks, graniiler veya agranﬁler hiicrelerden olusan bir tabakalanma gosterir.
Histolojik olarak prefrontal korteks grantiler hiicrelerden olugmustur, motor ve
premotor alanlar ise agraniiler hiicrelerden olugmaktadir. Serebral kortekste temel
olarak piramidal hiicreler, stellate (graniile) hiicreler ve fusiform hiicreler olmak
iizere 3 tip ndron vardir. Ayrica aksonlar1 korteksin yiizeyine paralel uzanan
Cajal’in horizantal hiicreleri, dik uzanan Martinotti hiicreleri bulunmaktadir (55,

56). Korteks yiizeyelden derine dogru alt1 tabaka halinde incelenmektedir:

1. Molekiiler tabaka: Cogunlukla beynin diger bolgelerinden gelen sinirlerin
sonlandig1, horizontal hiicreler ve noroglial hiicreler burada yerlesmigtir.

Hiicreden fakirdir.

2. Eksternal graniiler tabaka: Graniiler (stellat) ve kiigiik piramidal hiicreler
gozlenir.

3. Eksternal piramidal tabaka: Noroglial hiicreler ve orta-biiyiikk piramidal

hiicrelerin oldugu tabakadir.

4. Internal graniiler tabaka: Kiigiik graniiler (stellat) hiicreler, piramidal

hiicreler ve néroglial hiicrelerden olusur.
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5. Internal piramidal tabaka: En biiyilk piramidal hiicrelerin yer aldigi

tabakadr.
6. Multiform tabaka: Degisik multiform hiicrelerin olugturdugu fusiform

hiicreler ve orta boy piramidal hiicreler yer alir.

3.4.3. Sizofreni ve prefrontal korteks

Postmortem ¢aligmalar da gizofreni ile ilgili prefrontal kortekste
anormallikler oldugu ileri sirtilmiistiir (57). PFC ile ilgili ¢aligmalarda 9 ve 10.
alanlarda hiicre dansitesinde artiy oldugu bulunmugtur (58). Limbik sistemle
baglantiy1 saglayan singulat korteksin 6n bolgesi de motivasyonla ilgili negatif
belirtilerin ortaya ¢ikmasina katkisi olan alanlardan biridir (17). fMRI ile
sizofrenili hastalarda dorsolateral PFC aktivasyonunda eksiklik oldugu
gosterilmigtir (59). Postmortem sizofrenik hastalarin morfometrik g¢aligmalarinda
DLPFC’nin lamina III ve Lamina V. tabakalarinda patolojik yapisal degisiklikler
saptanmustir (60).

Sizofrenili hastalar ile yapilan beyin islevlerine iliskin c¢aligmalarda,
biligsel gorevler (kognitif fonksiyonlar) sirasinda prefrontal kortikal alanlarda
aktivasyon azligi, caligma bellegi eksikligi gosterilmigtir (61, 62). Prefrontal
kortikal volimiin kiigiildiigii, postmortem ¢aligmalarda dorsolateral PFC’nin
hiicresel diziliminde bozulma, glutamat reseptor baglanma -yerlerinde bozulma,
DA liflerinde azalma oldugu saptanmugtir. Sizofrenideki ¢ogu semptom PFC’deki
bir lezyonun sonucu olarak ortaya gikar (11). Ayrica diger beyin alanlarinda
medial temporal lobda, 6zellikle hipokampusdaki hiicrelerin organizasyonunda
bozulma bildirilmigtir. Biitin postmortem galigmalar bu iki alamn kiigiik oldugunu

gostermigtir. Temporal lopta noronal baglanti kaybi, N-asetil aspartat diizeyinde
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diigiis goriilmiigtiir. Bazi fMRI sonuglan gostermistir ki normalde sag ve sol
hemisfer arasinda bulunan sol hemisfer lehine olan laterilizasyon fark: azalmigtir
(63).

Sizofrenisi olan bireylerde beyinde en sik gosterilebilen yapisal
bozukluklar, ventrikiiler sistemde genigleme ve kortekste sulkuslarin
belirginlegsmesidir. Temporal ve hipokampal buyiikliklerde azalma, bazal
ganglion bitytikliiklerinde artma, serebral biiyiiklikkte azalma saptanmigtir. Ozel
bir takim beyin alanlarinda (prefrontal korteks gibi) glukoz kullamminda ya da
serebral kan akiminda bozulma olabildigi gosterilmistir (4).

Prefrontal kortekste dopaminerjik etkinligin azalmas: 6zellikle dorsolateral
PFC etkilendiginde apati ve sosyal geri ¢ekilme gibi negatif belirtilerle, striatal
bolgelerdeki dopaminerjik etkinlik artigi varsani ve sanri gibi pozitif belirtilerle
iligkilendirilmektedir (11). Sizofrenideki kognitif fonksiyonlarin fronto-temporal
ve limbik yapilar arasindaki baglant: sorunuyla ilgili oldugu ileri siriilmektedir.
Negatif belirtilerin biligsel testlerde ozellikle frontal islevlerde performans
azhifindan kaynaklandigi, pozitif belirtilerin, bilhassa bilgi igeriginin iglenmesi

siirecinde olugan formal diigince ve bellek bozuklugu ile bagdagstirilmaktadir (64).

3.5. Apoptozis

Programlanmig hiicre 6limii olarak tanimlanan apoptozis, organizmanin
gorevini tamamlamig ya da hasarlanmug, ihtiyag duymadig: hiicreleri zararsiz bir
sekilde ortadan kaldirdigi, hiicrenin kendi genetik yapisinda kodlanmig olan bir
programdir. Hiicre 6liimiiniin nekrozdan farkli diger bir geklini olugturmaktadir ve
genellikle hiicreleri tek tek etkileyen bir siiregtir. Birgok fizyolojik ve patolojik

kosulda ortaya ¢ikmasina ragmen inflamatuar yanit s6z konusu degildir. Nekrozda
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ise digardan gelen hasarla plazma membramnda degisiklikler olugmakta ve
proteolitik enzimlerin salinmasiyla birlikte olusan nekrotik artiklarin inflamatuar
hiicreleri dokuya g¢ekmesi sonucu inflamasyon yanitinin olugtugu bir tablo
gozlenmektedir (65).

Apoptozis, hiicrelerin oliimiinde fizyolojik bir siiregtir. 1972’de Kerr ve
arkadaglar1 tarafindan tamimlanmugtir (66). Apoptozisde hiicre kendi geligim
siirecinde veya ¢evresel uyarana yanit olarak 6l¢iili ve genetik kontroli olan bir
program sonucunda yok olur (67). Apoptozis’in artmasi, norodejeneratif
hastaliklar, AIDS’te gérﬁien lenfosit yetersizligi, 1s1, radyaéyon, kemoterapotik
ilaglar gibi ajanlarla olugan hiicre 6liimleri patolojik kosullarda olusan apoptozise
ornek gosterilebilir (65, 68, 69). Bu olay hiicrenin intihari olarak da
isimlendirilmektedir. Hiicrenin biylik ¢ogunlugu tuzerlerinde bulunan 6lim
reseptorleri sayesinde hiicre digt 6liim reseptérlerini igleyerek hiicre i¢i apoptotik
mekanizmay1 aktive ederler. Her ne kadar genetik olarak programlanmig olay
intrensek faktorlerle kontrol edilmekte ise de, digardan gelen ekstrensek sinyaller
de bu intihar yolunu uyarabilmektedir. Hiicrede 6liim mekanizmasi ¢ok iyi sekilde
kontrol edilmektedir (65). Mitozs ile apoptozis viicutta dengededir. Dengenin
apoptozis lehine veya aleyhine degigmesi hastalik patogenezine yol agmaktadir.
Ornegin Alzheimer hastalifinda oldugu gibi nérodejeneratif hastaliklarda
apoptozis yoniinde degigim olurken kanserde apoptozis baskilanmaktadir,

Istk ve elektron mikroskopisinde apoptozis igin altin kurallar olarak
nitelendirilen tipik bulgular tespit edilmigtir. Bunlar; hiicrenin kromatini niikleus
membraminin gevresinde toplanip kromatin yogunlagmas: (kondansasyon) ve

marjinasyon, hiicre DNA’sinin parcalanarak niikleozom boyutunda bolinmesi
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(internukleozomal bolgelerden yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar
olarak pargalanmasi), hiicre membrani intakt olup membran cepcikleri (blebbing)
ya da stoplazmik gikintilar olugmasi, hiicre biiziigmesi ile apoptotik cisimciklerin
olugmasi, apoptotik hiicre veya cisimciklerin fagositozu ile karakterizedir (68, 70).
Apoptotik cisimler membranla kaplidir, degigen miktarlarda nukleus veya diger
hiicre i¢i yapilar igerir (70).

Apoptotik siireg; radyasyon, kemoterapi, iskemi gibi herhangi bir
indikleyici ajanin FADD,TRADD, FLIP, bcl-2 ailesi, sitokrom c, pS3, seramid
gibi herhangi bir modiilator sistemi aktiflestirerek kaspaz kaskadini stimiile etmesi
ile efektor kaspazlarin DNA pargalanmasina yol agmasi, piknozun gergeklesmesi
ve komgu dokular tarafindan apoptotik cisimlerin fagosite edilmesi geklinde
Ozetlenebilir.

BcL-2 iiyeleri
Antiapoptotik: Bcl-2, Bcl-XL, Boo, Bcl-w, mcl-1,

Proapoptotik: Bax, bad, bcl-XS, bid, bim, blk, bak

Apoptotik regiilasyondaki en 6nemli kisimlardan birisi mitokondridir. Bcl-
2 ailesi apoptotik ve anti-apoptotik iiyeler igerir ve mitokondride apoptosizde rol
oynar. Etkilesim bolgeleri, niikkleer membran, mitokondri dis membrani,
endoplazmik retikulum (ER) membramn sitozolik tarafinda yer alir. Bu bolgeler
bazilarinda sabit iken bazilarinda degisebilir. Ornegin, Bax sitozolik bir
proteindir, apoptozisde mitokondrial membrana redistribsiyonu  olur.
Antiapoptotik Bcl-2 tiyeleri kaspaz aktivasyonunu onleyerek antiapoptotik etki
gosterirler. Apoptotik uyari alinmas: halinde Bax mitokondri membranina

baglanir, kiglik porlar olugmasmna neden olarak sitokrom ¢ ve apoptozis
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indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’in mitokondriden sitozole gikmasint saglar.
Sitokrom c¢’nin sitozole salinmasi geri donigimiin olmayacagini gosterir.
Sitokrom C+AIF+ATP kompleksine apoptozom denir. Apoptozom prokaspaz 9’u
aktif kaspaz 9’a gevirir. Kaspaz 9 efektor kaspaz 3’1 aktiflestirerek kromatin
kondansasyonu ve DNA par¢alanmasina neden olur. Bcl-2’nin antioksidan etkiye
sahip oldugu, oksidan stresin neden oldufu apoptozisi baskiladig1 goriilmiistiir
(71). Bu molekiiller apoptozis uyarisimin herhangi bir seviyede engellenmesini
veya aktive olmasini saglar. Bcl-2 ailesinin net etkileri bu tiyeler arasindaki orana
baglidir. Ornegin, Bcl-2 Bax ile etkilesir ve Bcl-2 diizeyinin daha yiiksek olmasi
hiicrenin yagamini siirdiirmesini saglarken bax’in daha fazla olmasi durumunda
hiicre 6liime gider (72). Bu etkilerini kendi aralarinda homo veya heterodimerler
olugturarak yaparlar. Son caligmalar TNF-o gibi apoptotik bir uyaran ile
mitokondri zarinin gegirgenliginin artmasi sonucu faktoér-1 ile kaspaz 9’u ve
bunlarin da kaspaz 3’ ‘a;ktive ettigi gorulmekedir (67).. Bcl-2, kaspaz 3’le
kesilerek inaktive edilir ve hiicre 6liimii baglatilir (73).

Kaspaz Kaskads: Apoptozis degisik seviyelerde sinyallerle uyarilabilir.
Bu mekanizmalardan biri sitoplazmada bulunan proteazlarin aktivasyonu sonucu
olugmaktadir. Bu proteazlardan en 6nemlisi “caspase” denen proteaz grubudur.
Genellikle aktif olmayan proenzim seklinde sitoplazmada bulunurlar. Apoptoz
bagladiktan sonra pargalanir, aktif hale gegerler. Aktif kaspazlar fonksiyonel

olarak proteolitik dongtide degigik hedeflere etki ederler (67).

Kaspazlar 3 gruba ayrilirlar:

1. IKE’ ye (Interlokin Konverting Enzim) benzeyenler: Om: Kaspaz 1,4,5,13
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2. Olim sinyali veren ya da bu siireci baglatici kaspazlar 2,8,9,10. Infaz1 yapacak
olanlar (efektor) aktiflegtirirler.
3. Infaz1 gergeklestiren efektor kaspazlar 3,6,7

Kaspaz aktivasyonunun substratlar1 ve bunun hiicresel etkileri tam agikliga
kavugmamugtir. Kaspaz 6 ¢ekirdek biitiinliglinde gorev alan ve gekirdek zar ile
kromatin arasinda bulunan ¢ekirdek proteini lamin’lerin kesilmesinde rol
almaktadir (74, 75). Kaspaz 8 dogrudan pro-kaspaz 3’1 aktive edebilir. Kaspazla
aktive olan deoksiriboniikleazin, inhibitoriinden ayrilmasindan sorumludur.
Boylece DNA pargalar: ve histonlarin olugmasina neden olmaktadir.

Granzim B ve Kalpain: Granzim B, prokaspazlarin kaspazlara
doniigiminde rol alir ve sitotoksik T hiicrelerin perforinle olusturduklari
deliklerden hedef hiicreye girerek apoptozisi baglatmaktadir. Kaspaz 3 efektor
yolundaki pro-kaspaz 7’nin aktive olmasimi saglamaktadir (67). Kalpain ailesi
kalsiyuma bagimli proteazlardan olup deksametazonla baglatilan apoptozisde
morfolojik degisiklikler olugsmadan once arti gostermektedir (68).

Seramid: Apoptotik dliime yol agan kaspazlarin aktiflesmesinde bagka bir
yoldur. Selliiler strese yol agan ajanlar (iyonize radyasyon, hidrojen peroksit, heat
shock, daunorubicin gibi) intraselliiler seramid seviyesini artirabilmektedir (68).
Seramid seviyesi hem de ekstraseliler reseptér baglayicilara cevabi
artirabilmektedir. Sfingomyelin plazma membraninda bulunur ve sfingomyelinaz
ile seramid ve fosforilkoline hidrolize olur. Bu enzimin Mg+2 bagimli formu
beyin plazma membraninda bulunmugtur. Baglatici kaspazlari aktiflestirici

seramid, bcl-2 tarafindan inhibe edilmekte, bax diizeyini ise artirmaktadir.
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Apoptozis klasik olarak hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (APO-
1, CD95) tiimdr nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlan ile
etkilesime girmesi sonucu olusur. Olim reseptorleri FADD ve TRADD ile
etkilesime girip prokaspaz 8’i aktiflestirerek kaspaz kaskadim aktiflegtirirler.

Selektif hiicre 6limii, embryonik dokularin, organlarin ve 6zellikle sinir
sisteminin normal gelisiminde Gnemli bir yer tutar. Apoptozis yagla iligkili
néropatolojilerde 6n plana g¢ikmaktadir. Sinir sistemi néroepitelyumun’da
nérogenesis ve ndroblast migrasyonunda gérev alan 6nemli bir siireg¢ olup beyin
patolojilerinin etyolojisinde ya da hastaliklarin gelisimi ve devaminda rol
oynadify  diginilmektedir (76). Oksidatif hasar noéronlarda apoptozis
olugturmakta; radyasyon,. ethanol, siklosporin gibi bazi iléc;lar, iskemi, status
epileptikus, Parkinson hastalifi, Alzheimer hastalifinda beyinde apoptozis
gozlenmektedir ( 75, 76, 77).

3.6. Omega -3 yag asitleri

Viicudun itretemedigi ve mutlaka besinler yoluyla alinmasi gereken bir
yag asiti cesidi olup wviicut fonksiyonlart igin gerekli olan esansiyel
maddelerdendir. ®-3 ve -6 yag asitleri hiicre membranimin 6nemli
komponentlerindendir (78). Hiicre membranin fleksibilitesi, akigkanli1, esansiyel
yag asitlerinin membrandaki miktarmna baglidir. Linoleik asit omega-6 yag asidi
(n-6) ve a-linolenik asit ise omega-3 yag asididir (n-3). Viicutta linoleik asit
aragidonik aside, o-linolenik asit ise eikosapentaecnoik aside (EPA) ve
dokosaheksoenoik aside (DHA) metabolize olur.

Omega-3/omega-6 yag asitlerinin (1/4 oraminda) dengede alinmasmin

faydali oldugu bilinmektedir. Bu iki yag asidinin farkli fizyolojik ve metabolik
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etkileri oldugundan viicuda bu iki yag asidinin alinan miktar1 dnemlidir (78).
1970’li yillarda Dyeberg ve Bang tarafindan gergeklestirilen epidemiyolojik
caligmalarda, eskimolarda yiiksek yag diyetine ragmen koroner kalp hastaliklar:
ile kanser prevalansinin diigiik olmasi diyetlerinde bulunan yagli baliklarin yuksek
doz doymamiy yag asitlerine ve bunlarin igerigindeki ®-3 serisi yag asitlerinin
yilksek miktarda olmasina baglanmgtir (79, 80). ©-3 yag asitlerinden EPA, 20:5
ve DHA, 22:6’y1 eskimolar 6nemli besin maddeleri olan balina, fok , mors
baliklar1 yoluyla almaktadirlar. ®-3 y.a’lerinden zengin beslenme sonucunda
eritrosit, trombosit, monosit, lenfosit, fibroblast, graniilosit, hepatosit,
néroblastoma, retina hiicreleri tiim hiicre membranlarinda ®-6 y.a’nin yerini
alarak prostaglandin metabolizmasini duzenledikleri, trigliserit diizeylerini
digiirdiikleri, yiksek dozlar1 ile antitrombotik, antienflamatuar, kolesterol
diigiiriici etkiye sahip olduklari, aksonal yapiy1 koruyarak elektriksel uyarilarin
diizgiin olarak iletilmesine katkida bulunduklari agiklanmigtir (78, 81). DHA,
noronal hiicre farklilagmasi ile sinir bilyiimesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. ®-3 yag asidlerinin biylime ve gelisme igin esansiyel oldugu, koroner kalp
hastaliklari, hipertansiyon, artrit , inflamatuar ve otoimmun hastaliklar, kanserden
koruyucu olarak 6nemli biyolojik aktivite ve potansiyel klinik rolleri oldugu
bilinmektedir (78, 81, 82).

Kuru beyin agirliginin %20’ sini olugturan esansiyel yag asitlerinin néronal
membranlarin yapisal biutinliga i¢in kritik 6nemi vardir (83). Baz1 hipotezlere
gore beyin biyokimyasindaki degisiklikler davranig ve kognitif degigikliklere yol
acabildiginden diyetteki yag asitleri, noérofizyolojik, kognitif ve diger davranig

degisikliklerine sebep olabilir (84). Doymamig yag asitleri, n-3, n-6, n-9 olarak ii¢
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gruba ayrilmigtir. Caligmalarin ¢ogu n-3, n-6’y1 kapsamaktadir , bu iki yag asiti
uzun zincirli yag asitleri ve prostaglandin gibi kompleks lipitlerin fizyolojik
sentezi i¢in bir kaynak olugturmaktadir (85).

Doymug yaglar membran permeabilitesini azaltirken esansiyel yag asitleri
hiicre membran permeabilitesini arttirirlar. Omega-6 ve omega-3 yag asitleri
eikasonoid metabolizmasi, gen ekspresyonu ve hiicre i¢i haberlesme iizerinde
etkilidir (86). Hiicre membranindaki PUFA oram biyik ol¢iide diyetsel alima
baglidir. Santral sinir sis‘te'minin nonmyelin membranlari, yﬁksek oranda uzun
zincirli goklu doymamug yag asitleri olan aragidonik asit ve dokosaheksoenoik asit
icerir. Santral sinir sisteminde DHA’nin azalmasi ile viziel fonksiyonlarda
azalma, davramig ve ogrenmede degigiklikler gozlenmigtir (87). Yag asidi
metabolizmasi ile hiicre membram1 ve serum fosfolipid komposizyonundaki
degisiklikler, major depresyonda ve diger psikiyatrik hastaliklarin
patofizyolojisinde rol oynar. Endiistriyel iilkelerde goriilen major depresyon
oraninin yiiksekligi bu toplumlarda diyetteki omega-3 yag asitinin rolatif
eksikligine baglanmigtir (88). Sizofrenik hastalarda, serum&aki fosfolipidlerde,
kolesterolde ve eritrosit membranindaki fosfolipidlerde PUFA’nin disiik oldugu
gosterilmigtir (89). Klinik denemeler depresyon ve gizofreninin semptomlarinin
omega-3 yag asitinin diyete eklenmesi ile hafifleyebilecegini diigiindiirmektedir
(90, 91). Antipsikotik ajanlarin artilmasina ragmen, g¢ogu sizofrenik hastada
rezidiiel semptomlar ve kognitif bozukluklar tekrarlamaktadir (92). Omega-3 yag
asitleri, dopaminerjik ve serotonerjik norotransmiter  reseptorlerinin
disfonksiyonuna sebep olabilen sinaptik membran fosfolipid metabolizmasinda

potansiyel olarak restore edici uygun profili oldugundan antipsikotiklerin etkisini
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arttiracag1  duginiilmektedir (2, 93). Onceki caligmalarda, hastalarin genel
medikasyonuna omega-3- yag asiti eklendii zaman %17°den %85’¢ kadar
semptomlarda diizelme gozlenmistir (94).

Noronal hiicre membraninin fosfolipidlerinin yag asit komposizyonu
diyetle alimi yansitir. Yag asiti desaturasyon derecesi, membran akigkanligi ve
fonksiyonunu gosterir. Hayvan galigmalarinda gosterildigi gibi omega-3/omega-6
y.a arasindaki oran serotonerjik ve katekolaminerjik noérotransmisyonu degisik
derecelerde etkiler (90, 95). Biokimyasal galigmalar yiiksek doz omega-3’li
tedavinin, hiicre sinyalleri igin hayati 6nemi olan membran fosfolipidlerinde
dizeltici etkisi oldugunu gostermigtir (96, 97). Omega-3 y.a yapilarindaki cesitli
cift baglardan dolay: bikiilebilir 6zellikleri vardir ve ¢ift katli lipit membranin
akigkanlig ile gevsek ambalaj yapisinin olusumunda doymus y.a’den daha gok rol
alirlar (98, 99). Membran fosfolipidlerinde omega-3 y.a’nin artan konsantrasyonu
fosfatidilinositolle iligkili sinyal yollarin1 suprese eder. Aym1 zamanda doymus
y.a’den daha ¢ok volim iggal eder ve fosfolipaz’in etkinligini azaltarak membran
akigkanhi@ saglarlar. Ya substrat fosfolipitlerin hareketliligini arttirarak ya da
hedefi hareketlendirip isabetin zor olmasim saglayarak bunu yaparlar (100).
Fosfolipaz A2 (PLA2) yiiksek inflamatuar potansiyeli olan prostaglanglandinlerin
olugmasina neden olur. Prostaglandin sentezinde bu enzimatik basamaktan sonra
gelen siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim sistemleri ile devam eden yollarda
yan {irin olarak ROS iiretilmektedir. Membran y.a komposizyonu ile aktivitesi
birlestirildiginde néronal disfonksiyon’un gelismesinde bu durum merkezi bir rol

oynayabilir (2, 90).
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Omega-3 Yag Asitlerinin Etki Mekanizmasi
e Fosfatidilinositol ve G-protein iligkili ikinci mesajc1 tiretiminin
mmhibisyonu,
e L-tipi kalsiyum kanal blokaj1
e Protein kinaz C aktivitesinin inhibisyonu
o Proinflamatuar sitokinlerin azaltilmasi
e Omega-3y.a eksiklig}njn diizeltilmesi
o Serotonerjik norotransmisyonda degisiklikler
e Membran ahskanﬁgmda degisiklikler olarak siralanabilir (100).
3.7. Serbest radikallerin membran lipidleri ve proteinler iizerine olan
etkileri
Serbest radikaller, ortaklanmamug elektron tagiyan ve diger biyolojik
materyallerle reaksiyona girme egilimi olan atom veya molekillerdir (101, 102).
Molekiiler oksijen (O5) yapist itibariyle radikal olmaya uygun oldugundan serbest
radikal dendiginde reaktif oksijen tirleri (ROS) akla gelmektedir. Mitokondrial
elektron transport zinciri, mikrozomal elektron transport zinciri, miks fonksiyonlu
oksidazlar (amino asit oksidaz, sitokrom oksidaz, monoamin oksidazlar, ksantin
oksidaz), solunum patlamasi, prostaglandin sentezi serbest radikallerin fizyolojk
kosullarda olusturuldugu mekanizma ve metabolik yollardir. Ayrica bazi kiigiik
molekiillerin otooksidasyonu (tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
antibiyotikler) ve maruz kalinan eksojen ajanlarda viicutta ROS iiretimine katkida
bulunmaktadir (102). Nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit (H;0,), hidroksil
radikali (‘OH), karbon merkezli radikaller (R’), siiperoksit radikali (O,), singlet

oksijen (*02), hipoklorik asit (HOCI) reaktif oksijen cesitleridir.
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Biyolojik membranlar ve hiicre igi organeller (endoplazmik retikulum,
mitokondri) ihtiva ettikleri PUFA oksidasyon radikalleri ile kolayhkla
etkilenebilir. PUFA’mn oksidatif hasarina lipid peroksidasyonu denmektedir ve
olusan peroksil radikalleri (LOO’) zincir reaksiyonunun ara iiriinleri olup bir
sonraki PUFA’y1 oksitleyerek yeni zincir reaksiyonlar1 olugturmaktadir. Bu zincir
reaksiyonunda olugan hidroperoksitler (LOOH) daha potent etkili aldehitlere
dontgiir. 4-hidroksinonenal ityesi olan hidroksialkenoller en sik gériilen gekli olup
hticrenin farkh bolgelerine difflize olarak hasar yapabilirler (103). Fe ve Cu gibi
redoks yapan metaller varliginda artan lipid peroksidasyonu sonucu agi3a ¢ikan
lipit peroksitleri, hidroperoksitleri ve aldehitler membran yapisina zarar verir,
membran yapisimn bozulmasi sonucu malondialdehit (MDA) agia cikar. Lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA, tiyobarbiitiirik asit reaktif substans
(TBARS) ile reaksiyona giren maddeler i¢inde en énde olanidir ve doku hasarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (104).

Serbest radikallerden goklu doymamig yag asitlerine gore daha az
etkilenen niikleik asit ve proteinlerde hasar olusturucu zincir reaksiyonlan pek
gorillmez. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
etkilesimi ytiksektir. Serbest oksijen radikalleri DNA’ya yakin bolgelerde
olustugundan DNA daha rahat hasara ugrayabilmektedir (102). Hidroksil radikali
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerken hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gegip hiicre g¢ekirdegindeki DNA’ya ulagip hiicre
disfonksiyonuna neden olur. Bu yiizden DNA kolay hasar gorebilen bir

molekiildiir.
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Beyinde ROS ﬁretiimi arttiginda ve/veya antioksidan sistem azaldiginda;
hiicre membanlarinda ﬁpid peroksidasyonu olusarak membranin butiinligi
bozulur, lipidlerin igine gomiilii oldugu reseptorler ve proteinlerin fonksiyonlar:
degisir. Litik enzimler aktiflegir, mitokondrial oksidatif fosforilasyon yavaglar,
DNA'’da hasar olugur (101).

Sizofreni hastalarinin eritrosit membranlarinda TBARS diizeylerinin
artmug oldugu, oksidatif hasarin oldugu yoniinde galigmalar vardir (105, 106, 107).
Lipid metabolizmasindaki degigiklikler muhtemelen membran fosfolipid
EPUFAs’in diisiik seviyesi ile ilgilidir. Sizofrenide fosfolipaz A2’nin yiiksek
seviyesi EPUFAS’1n diisiik seviyesinin sonucu olarak rapor edilmigtir (108).
Fosfolipid anormallikleri lipid matriksin igine gomilii olan reseptdr tagiyici
molekiil, pompa, proteinlerin yapisim1 degistirebilecegi igin  hiicresel
mekanizmalara etki edebilir. Bu bulgular sizofrenide membran anormallikleri
hipotezini desteklemektedir.

Vicut igin zararli bilegikler olan serbest radikallerin olusum hizlarini
yavaglatan veya etkisiz hale getiren endojen ve eksojen antioksidan sistemlerle
giiclendirilebilinir. Glutatyon, C vitamini, E vitamini, karoten gibi antioksidanlar

organizmaya digardan verilebilir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Siganlarin temini ve tedavi uygulamalar
Bu ¢aligmada, Wistar-Albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Siganlar, Firat

Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Aragtirma Merkezinden (FUTDAM) temin

edildi. Deney giiniine kadar siganlara, havalandirmasi olan odalarda, o6zel

kafeslerde, ad libitum standart pellet yem ve gesme suyu verildi. Bu galigma, Firat

Universitesi Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP) tarafindan 832 numarali proje

ile desteklendi. Deneyi olugturan siganlarin agirliklar: tartildi, agirltklars 250 gram

ve tizerinde olan siganlar rastgele alinarak, her grupta 10 hayvan olacak sekilde ti¢
gruba ayrild1.

1. grup: Kontrol gruby; 0.12 ml % 0,9’luk serum fizyolojik intraperitoneal (IP)
yolla giinde bir kez (1x1) 5 giin uyguland. (MK-S‘OI, % 0,9’luk serum
fizyolojikte ¢6zilldiigii i¢in kontrol grubuna serum fizyolojik verildi.)

2. grup: Psikoz grubu; 0.5 mg/kg/gin dozunda 0.12 ml MK-801 (dizocilpine)
(1x1) kez intraperitoneal (IP) olarak 5 giin uygulands.

3. grup: Tedavi grubu; Omega-3 (n-3) yag asiti 800 mg/kg/giin dozunda MK-801.
uygulamasindan 1 giin 6nce baglanarak Omega-3 (n-3) yag asiti, 6 giin
stiresince peroral (PO) olarak verildi. Omega-3 yag asiti verildikten 4
saat sonra, MK-801, 0.5 mg/kg/giin, ginde bir kez IP 5 gin
uygulamaya devam edildi. |

Intraperitoneal (IP) uygulama: Insilin enjektorii ile karin alt kismindan cilt,

ciltalt: ve karin kaslar1 gegilerek periton igine uyguland:.
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Peroral uygulama (PO): Insillin enjektoriine gekilen omega-3, enjektoriin
ucundaki igne gtkartildiktan sonra siganlarin agzinin kenarindan verilerek yutmasi
saglandi.

7. ginde, tim siganlar, giyotinle dekapite edilerek, beyin dokulari
¢tkartilip, biyokimyasal ve histolojik g¢aligmalar i¢in ayrildi. Histolojik ¢aligma
igin her gruptan 3 ratin beyni total olarak, hazirlanmig olan %10’luk formaldehit
soliisyonu i¢ine kondu. Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan her gruptan 7
ratin beyin dokular1 hizla bolimlerine ayrilarak aliiminyum folyoya sarilip
etiketlenerek plastik kaplar iginde —20 °C’deki derin dondurucuda biyokimyasal
testlerin yapilacag: zamana kadar saklandi.

4.2. Doz secimi

Harkin ve arkadaglar: tarafindan MK-801 ile siganlarda olusturulan
davramiglar tizerine noradrenerjik ajanlarin etkisinin incelendigi bir galigmada
MK-801’in etkinlik gosterdii dozun 0.2 mg/kg oldugu belirtilmis, doza baglh
olarak lokomotor, stereotipik ve ataksik davramglarda artig oldugu gosterilmistir
(109). MK-801 ile olusturulan lokomotor aktivitide artis, lateral kafa sallama,
kafes etrafinda dolanma, kendi viicudu etrafinda dénme ve ataksi’yi igeren
davramglarin kompleks bir davranig sendromu oldugu ve sizofreni igin bir hayvan
modeli olabilecegi belirtilmistir. Yine Mele ve arkadaglarimin yaptig1 amfetamin,
fensiklidin, MK-801’in degisik dozlarinin sitriatal dopamin akimina etkisinin
incelendigi bir ¢aliymada MK-801’in 0.5 mg/kg dozunun rotasyonel davramslar
arttirdifns bulunmugtur (27). Valproat’m diizeltici etkisinin incelendigi deneysel
sizofreni modeli galigmasinda MK-801"in tekrarlayan dozlari kullamilmigtir (44).

Ayni zamanda 5 mg/kg gibi yiiksek tek doz uygulamalarimin oldugu da
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gorilmiigtir (110). Onceki calismalardan MK-801’in yiiksek dozlarinda veya
tekrarlayan dozlarinda norotoksisite ortaya ¢iktigi bilinmektedir (111). Bu agidan,
davramg degisikliklerinin belirgin olmasi ve norotoksisite bulgularinin ortaya
¢ikmasi yoniiyle 0.5 mg/kg/giin dozda 5 giin tekrarlayan doz tercih edildi.

4.3. Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

Deneyde kullanilan siganlara serum ﬁzyolojik igerisinde ¢ozilen (+)MK-
801, (Sigma, katolog no: M-107) intraperitoneal olarak uygulanarak deneysel
psikoz modeli olusturuldu. Omega-3 yag asiti igin Marincap® 500mg (Kogak)
Salmon balik yag: kénsantresi iceren yumusak kapsiil tercih edildi.
Eicosapentaenoic asit (EPA)= %18, Docosaheksoenoic asit (DHA)= %12, total
omega-3 yag asiti= %35, yardimc1 maddeler olarak nipagin, nipazol, vitamin E
(1 mg) igermekteydi.

4.4. Yontem

Histopatolojik incelemeler igin, HE boyama ile prefrontal alandan alinan
kesitlerde olusan apoptotik hiicre sayildi. Biyokimyasal olarak ise MDA ile PC
miktar1 tayin edildi.

4.4.1. Histolojik cahsmalar

%10’luk formaldehit igerisinde fikse edilen beyin dokulari trimlenerek
dehidratasyon ve alkol serilerinden gegirilip parafin bloklara gomiildii.
Mikrotomda 5 um kalinlifinda kesitler alinarak HE ile boyandi. Hazirlanan
preparatlar 11k mikroskobunda incelendi. Stereotaksik atlas yardim ile prefrontal
korteks tespit edilerek apoptotik hiicre sayis1 40°’lik objektif ile her bir preparat

igin 5 alanda sayild1 ve fotograflarn gekildi.
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4.4.2. Biyokimyasal analizler

Derin dondurucudan g¢ikarilan beyin dokularimin yag agirliklar tartilarak
kaydedildi. Cam tiiplere aktarilip iizerine soguk Tris-HC] tamponu eklendi. Beyin
dokulari homojenizatorde 16.000 devir/dakika hmzda 2 dakika sireyle homojenize
edilerek Tris-HCl1 tamponu tekrar eklendi. Olusan homojenat vortekslenerek
eppendorf tiiplere aktarildi. Spektrofotometrik metotlarla MDA ve PC diizeylerine
bakildi.

4.4.2.1.Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarmin

Tayini

En ¢ok kullanilan lipit peroksidasyon 6lgiim metodu olan Esterbauer ve
Cheeseman’nin metodu uygulanarak yapildi (112). Tiyobarbiitiirik asit ile 90-
95°C'de reaksiyona giren MDA ve diger TBARS iiyeleri, pembe renkli kromojen
olusturmaktadir. Onbeg dakika sonra hizla sogutulan numunelerin absorbanslari
532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol/g yas doku olarak
ifade edildi.

4.4.2.2. Protein Karbonil (PC) Miktar1 Tayini

Karbonil grubunun 2,4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona girerek 2,4-
dinitrofenilhidrazon olugturmas: prensibine bagl olarak deney yapildi (113). 2,4-
dinitrofenilhidrazin oksidasyona ugrayan proteinlerde agia ¢ikan karbonil
gruplarinin  gésterilmesinde kullanilan bir kimyasaldir. Reaksiyon gsu sekilde
gosterilebilir:

Protein-C=0 ————» Protein-HCH-OH

Protein-C=N-Protein ——————» Protein-HCH-NH-Protein
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2M HCI igerisinde hazirlanan 2,4-dinitrofenilhidrazin soliisyonunun
homojenattaki karbonil igerigi ile reaksiyona girmesi saglanip etanol/etil asetat
karigimi ile 3 defa yikanan ¢okelti bir sonraki agamada 100 mM NaOH ¢ézeltisi
igerisinde ¢oziilmesinden sonra 360 nm’de spektrofotometrik olarak o6lgiimii

yapildi (113). Sonuglar; nmol/mg protein olarak ifade edildi.

4.5. Istatistiksel analizler

Apoptozis degerleri igin istatistiksel testler, Windows 98 ile uyumlu SPSS
bilgisayar programinda yapildi. One-way ANOVA testi uygulanip Post Hoc LSD
(least significant difference) testi ile gruplar aras1 anlamlilik incelendi. Istatistiksel
anlamhlik igin p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Degerler
ortalama * ortalamanin standart hatas: (SEM) olarak verildi.

Biyokimyasal degerler igin istatistiksel testler, Windows 98 ile uyumlu
SPSS bilgisayar programinda yapildi. Gruplar arast farklar Post Hoc LSD testini
takiben non-parametrik Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirildi.
Istatistiksel anlamlilik icin Bonferoni diizeltmesi ile p<0.05/3 = 0.016 degerleri
anlamli olarak kabul edildi. Degerler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi

(SEM) olarak verildi.
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5. BULGULAR

5.1. Sicanlarm davramslarinda gozlenen degisiklikler

MK-801 verdigimiz grupta 15-20 dk sonra hareketlilik artig1 goézlendi.
Ratlarda kafes etrafinda donme, yalpalama, havay: sik sik koklama, yan yatma,
kendi etrafinda donme, arka iki ayaklar1 tistiinde yiikselme, diigme, saga sola kafa
sallama, kafasim1 yere siirme, zemini yalama, siirekli hareket halinde olma
gozlendi. Ileri yiirime, yuvarlanma, kendine ¢eki diizen vermede eksiklik (6n
ayaklan agiz, yiz ve kulaklara goétirme, taranma sayisinda azalma), ataksik,
dengesiz hareketler gozlenen diger bulgulardi. Litariitiirlerde belirtildigi gibi
lokomosyon artigi, stereotipik ve ataksik hareketler gozlendi. Davranislar, tabam
16 esit parcaya ayrilmig olan gozlem kutusunda degerlendirildi.

5.2. Histolojik bulgular

HE ile boyanan preperatlar 151k mikroskobunda 6énce x100, daha sonra
x200°de buyitme ile degerlendirildi. 40°lik objektif ile kortikal 5 alanda
apoptozisin karakteristik bulgular1 olan sitoplazmada yogunlagma, sitoplazmik
membranda cepcikler (bleb) olugmasi, hiicre dansitesinde artma, kromatin
kondansasyonu, marjinasyon, hiicre biiziismesi, niikleus fragmantasyonu
(pargalanma) ve niikleer piknoz ozellikleri arandi (70). Bu ozelliklere gore
apoptotik hiicre tanis1 konulan hiicreler sayildi. Apoptotik hiicre sayisinin lamina
III ve IV’te artmmg oldugu gozlendi. Bes farkli alanda sayilip ortalamalari alinarak
istatistiksel olarak degerlendirildi. MK-801 verilen grupta apoptozis kontrol
grubuna gore oldukga artmis olup anlamliydi (p<0.05). Omega-3 + MK-801
verilen III. grup’ta apoptotik hiicre sayis1 azalmigti, ancak ne kontrole ne de MK-

801 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Resim 1. Kontrol grubuna ait prefrontal korteks (HEx100).

T.C. Y Unbhaes &
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Resim 2. MK-801 grubuna ait prefrontal korteksteki apoptotik hiicreler
(HEx100). (—) Nukleusta pargalanmamin  oldugu, hiicre
buziigmesine ugramig piknotik hiicreler.
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Resim 3. MK-801 grubuna ait prefrontal korteksteki apoptotik hiicreler
(HEx200). (—) Nukleuslari par¢alanmig, koyu boyanmis hiicreler.

Resim 4. MK-801 grubuna ait prefrontal korteksteki apoptotik hiicreler
(HEx200). (—) Fagositoza ugrayan apoptotik hiicreler.
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Resim 5. Omega-3 grubuna ait prefrontal korteksteki apoptotik hiicreler
(HEx100). (—) Fagositoza ugrayan apoptotik hiicre.
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Resim 6. Omega-3 grubuna ait prefrontal korteksteki goriiniim. (HEx200).
(—) Hiicre membraninda diizensizligin gorildiigii, piknotik hiicreler.
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Tablo-1. Deney gruplarmda prefrontal kortekste Hematoksilen-Eozin (HE) ile
saptanan apopitotik hiicre sayist. Sonuglar ortalama + ortalamann
standart hatas1 (SEM) olarak verilmigtir.

Apoptotik hiicre sayisi

I- Kontrol 33.66 £5.36

II- MK-801 239 + 69.51

II1- MK-801+ Om-3 185+ 57.83
P degerleri

I-II 0.032

I-I11 ) a.d.

II-I11 a.d.

a.d: Anlamli degil

Apopitotik hicre sayisi

350
300 |
250 -
200
150 -
100 -

50 -

PFC'deki ortalama
apopitotik hiicre sayisi

Kontrol MK-801 MK+0Om-3
Gruplar

Sekil 4: Gruplara gére apoptotik hiicre sayisindaki dagilimi gostermektedir.
*p<0.05 Kontrol grubuna goére
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5.3. Biyokimyasal bulgular

Tablo-2. Deney gruplarinda prefrontal korteks dokusu MDA ve PC diizeyleri.
Sonuglar ortalama =+ ortalamamn standart hatast (SEM) olarak

verilmigtir.

I-Kontrol (n=7) ~ 6.584%1352  0206+0.049
II- MK-801 (n=7) 20.635 + 1.827 0.448 +0.092

- MK-801+ Om-3 10.752 + 0.867 0.273 £ 0.053

(n=7)

P degerleri
I-II 0.0001 0.0001
I-10 0.0001 a.d.

IT-1II 0.0001 0.0001

a.d: Anlamh degil, n: Gruplardaki sigan sayis1, MDA: Malondialdehit,
PC: Protein karbonil

5.3.1. Prefrontal korteks dokusundaki malondialdehit (MDA)

diizeyleri

Siganlarda prefrontal korteks dokusundaki MDA diizeyleri Sekil 4’de
gosterilmis olup, MK-801 verilen II. grupta kontrol grubuna gore yaklagik ii¢ kat
artty mevcuttur (p<0.000i). MK-801 + Omega-3 yag asiﬁ verilen grupta ise
MDA diizeyinde MK-801 verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli 6lgiide

azalma gozlenmigtir (p<0.0001). Omega-3 yag asitinin diyete eklenmesi ile MK-
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801’in olugturdugu membran lipit peroksidasyonuna bagh hasar azalsa bile, MDA

kontrol grubu seviyesine diigmemistir (p<0.0001).

Malondialdehit (MDA)

MDA

10 -

Doku MDA degerleri
(nmol/g yas doku)

Kontrol MK-801 MK+0Om-3
Gruplar (n=7)

Sekil 5: Prefrontal korteks doku MDA diizeyleri

*p<0.016 Kontrol grubuna gére
&p<0.016 MK-801 grubuna gore
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5.3.2. Prefrontal korteks dokusundaki protein karbonil (PC) diizeyleri

Sicanlarda prefrontal korteks beyin dokusundaki PC diizeyleri Sekil 5°de
gosterilmis olup, MK-801 verilen II. Grupta PC diizeyinde kontrol grubuna gore
yaklagik iki kat artiy mevcuttur. Bu artiy anlamlidir (p<0.0001). Omega-3 yag
asiti verilen grupta ise PC diizeyinde MK-801 verilen gruba gore istatistiksel
olarak anlaml dlgiide azalma gozlendi (p<0.0001). Boylece Omega-3 yag asitinin
diyete eklenmesi ile, MK-801" in, proteinlerin oksidasyonu ile olugturdugu hasar
azaltarak PC diizeyini kontrol grubu seviyesine diigiirmiis oldugu ve kontrol

grubu ile arasinda anlamli fark olmadigt saptand:

Protein Karbonil (PC)

o

o o
S~ OO
i I

BPC

Doku PC degerleri
(nmol/mg prot)
o o
N W

0,1 1

Kontrol MK-801 MK+Om-3
Gruplar (n=7)

Sekil 6: Prefrontal korteks doku PC diizeyleri

*p<0.016 Kontrol grubuna gére
&p<0.016 MK-801 grubuna gére
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6. TARTISMA

Calismamiz igin segilen deneysel psikoz modelinde, prefrontal korteks
histolojisi, anatomisi, apoptozis, oksidatif stres ile n-3 yag asitlerinin bu
parametrelere etkisi incelenmig olup, bu ¢aliyma sonucu, 6n hipotezimizi
destekleyen bazi bulgular elde edilmigtir.

Sizofrenide oksidatif stresin aragtirildigi klinik g¢aligmalarda, oksidatif
hasar1 gostermede 6nemli bir parametre olarak saptanan artmig MDA diizeyinin
(1, 2, 108), deneysel psikoz modelimizde kontrol grubu ile kargilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gorilmektedir (p<0.0001). Yaptigimiz
literatiir taramalarinda, deneysel hayvan sizofreni modelinde oksidatif hasarin
aragtinilmadig1 ve n-3 yag asitlerinin herhangi bir deneysel sizofreni modelinde
kullanilmadig1 saptanmugtir. Bu ¢aliyma ile sonugta lipid peroksidasyonunun
onemli bir bulgusu olan MDA diizeylerinin deneysel sizofreni modelinde arttig,
n-3 yag asiti verilen grupta ise azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gorilmiigtir (p <0.0001). Yine son yillarda lipidlerin peroksidatif
son yikim iriinii olan MbA diginda, proteinlerin oksidatif bhasan sonucu agiga
¢tkan protein karbonil ile ilgili galigmalar yogunluk kazanmigtir. Ancak oksidatif
hasar1 saptamak igin kullamlan bu markirlar sizofreniye 6zgii olmayip biitiin
serbest radikal hasarimin incelendigi ¢aligmalarda parametre olarak
kullanilmaktadir. Yapmis oldugumuz g¢aligmada ise psikoz grubuna ait beyin
dokusunda oksidatif hasarin gostergesi olarak MDA diizeyindeki anlamli
degisiklikle beraber protein karbonil diizeyinin de kontrol grubuna goére anlamli
olarak artmig oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Yine ¢aligmamizin devaminda,

n-3 yag asitlerinin koruyucu olarak verildigi son grupta, MK-801’in proteinler
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iizerinde olugturdugu oksidatif hasarin 6nemli olgiide azaldigi anlagilmaktadir
(p<0.0001).

Her bir c¢alijma grubundan 3’er preparatin incelendigi apoptozis
degerlendirilmesinde; psikoz grubunda elde edilen apoptotik hiicre sayilar1 kontrol
grubu ratlar ile kargilagtinnldiginda oldukga yiksek bulunmus (p<0.032); buna
kargilik n-3 yag asitlerinin koruyucu olarak verildigi tedavi grubunda apoptotik
hiicre sayilarnin azaldifi ancak bu azalmanin istatistiksel bir anlamlilik
gostermedigi tespit edilmigtir. Ilging olarak kontrol grubu ile tedavi grubu
karsilagtirildiginda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamhi olmadig:
gorilmektedir. Bu konu su sekilde izah edilebilir. §6yle ki, apoptozis ¢aligmasi
icin yapilan histolojik kesitler n=3 beyin dokusu ile siirlandirilmistir. Bu da gok
sayida kesit yapmamiza ve bir gok sahada hiicre sayimi gergeklestirmemize
ragmen ortaya cikan rakamlar toplandiginda sonu¢ olarak n=3 oldugundan
istatistiki agidan anlamli bulunmamagtir,

Birgok nérolojik ve psikiyatrik hastalik ile karsilagtirildiginda, goriilme
sikligi yiiksek olan gizofreni etyopatogenezi yoniiyle incelendiginde diger
hastaliklara oranla agiga kavugmamig yonlerinin daha fazla oldugu dikkati
cekmektedir. Uzun yillardir yapilan ¢aligmalarin sonucunda elde edilen veriler
stirekli olarak ayni konuyu aydinlatici olmustur; nérotransmitter anormalliklerinin
sizofreni etyopatogenezine olan etkisi Bunun diginda birgok kimyasal,
biyokimyasal, fizyolojik, farmakolojik ve genetik hipotez de ileri stiriilmiig ancak
hicbiri 6nemli sayilabilecek bir birikim olugturamamugtir. Genetik hipotezler,
monoamin metabolizmasinda g6rev alan enzimler ile ilgili hipotezler,

noradrenerjik ve serotonerjik disfonksiyona ait hipotezler, aminoasit,
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prostaglandin, biiyiime hormonu ve viral-immun hipotezler basta olmak tizere
birgok hipotez ortaya konmus ve halen incelenmeye devam edilmektedir (114).
Sonuglar  degerlendirildiginde bu  hipotezlerin  higbirinin  sizofreninin
etyopatogenezinde tek basina s6z sahibi olamayacagi, ancak ortak bir
mekanizmanin hastaliin t;ulgularlm ve seyrini izah edebileceéi ileri stirilmiigtiir.

Gunimtize kadar gizofreni hastaligi ile ilgili olarak ileri siiriilen
hipotezlerin bir ¢ogunun ¢ikis noktasim tedaviler olusturmustur. Daha genis
olarak agiklanacak olursa; verilen bir ilacin semptomlara ve hastaligin seyrine
olumlu etkilerinin olmasi sonucunda bu ilacin kimyasal yapisi ve etki
mekanizmasindan hareketle gizofreninin altinda yatan sebep izah edilmeye
¢alisilmig ve bu konuda yeni bir hipotez olugturulmustur. Bu hipotezlerden birisi
de antioksidan bazi vitaminlerin sizofreninin baz1 semptomlarini ve/veya tedavi
sonucu agiga cikan ya1~1' etkileri (tardiv diskinezi) o6nledigi veya azaltig
yoniindedir (115, 116, 117, 118). Bu 6n hipotezden hareketle, sizofreninin veya
ileri donemlerde ilaglar ile olugan tardiv diskinezi gibi yan etkilerin
etyopatogenezinde serbest oksijen radikallerinin veya daha genel bir tabirle reaktif
oksijen tiirlerinin rol oynadigini séylemek miimkiindir (119).

Oksidan/antioksidan sistemlerde gorillen degisiklikler direkt olarak
hastalifin temelinde gorev almayabilir ama bunlarin beyinde sebep oldugu ikincil
degigiklikler hastaligin ve semptomlarin olugmasinda Onemli fonksiyonlar
gorebilir. Ciinkli sinir hticreleri ve beyin dokusu oksidatif hasara viicudun diger
organ ve dokularindan daha yatkindir (120). Bunlar kisaca siralanacak olursa;
beyinde oksidatif metabolik aktivite hiz1 oldukga yiiksektir, hiicre membran

yapisinda goklu doymamig yag asitlerinin konsantrasyonu fazladir, beyinde gok
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fazla miktarda demir bulunurken antioksidan enzimler protein bagina spesifik
aktivite olarak diginiildigiinde beyinde diger dokulara gore daha dugtiktiir.
Dopaminin oksidasyonu nedeni ile fazla miktarda ROS iiretilmektedir, aksonlarin
anatomisi periferik ROS hasarina yatkindir. Son olarak da noron hiicrelerinin son
béliinmelerini dogumda tamamlamig olmalar: nedeni ile hasar sonucu yenilenme
imkani yoktur (121). Bitiin bu sebeplerle beyin dokusu oksidatif hasara yatkin
hale gelmektedir.

Beyinde oksidatif stresin ve ROS ataginin sebep oldugu akut dénemdeki
en 6nemli olay lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan
yikim triinleri ortak sonucu olan MDA, tiyobarbiturik asit ile reaksiyona éhebilen
bilegikler araciligiyla olgiilmektedir. Bu bilegiklerin ortamda bulunmas: oksidatif
stres oldugunu, miktarinin goreceli olarak kontrol grubu ile kargilagtirilmasi ise
peroksidasyonun derecesini ortaya koymaktadir. Bizim bu ¢aliymada 6n hipotez
olarak belirledigimiz ve gostermeye caligtiimiz konulardan birisi de
membranlarda lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan lipid yikim triinlerinin
yerine n-3 yag asitlerinin konularak beyin hasarinin 6nlenmesi ve dolayisiyla
hiicre biitiinloginiin  saglanarak psikosomatik bulgularin agia ¢ikiginin
onlenmesidir. Caligmamin ilk agamasi yani MK-801 ajaninin verildii grupta
yapilan oOlgimler gergekten deneysel bir psikoz modelinde lipid
peroksidasyonunun arttifin1 gostermekte, ikinci agamast olan n-3 yag asitlerinin
MK-801 ile birlikte verilmesi ise bu yikimin Oniine kismen gegildigini
gostermektedir. Boylece bu verilerin 1s181nda ilk agama ile ROS ataginin psikoz

etyolojisinde yapacagi muhtemel etki agi3a kavugturulmakta, ikinci asama ile de
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muhtemel tedavi girisimleri igin baz fikirler vermektedir. Protein karbonil ile
ilgili olarak elde edilen vema de bunu delillendirmektedir.

Prefontal kortekste gozlenmis olan oksidatif stres ve bunun indiikledigi
apoptotik noronal dejenerasyon, MK-801 verilen grupta prefrontal hasari
gostermektedir. Prefrontal kortekste sonlanan mezokortikal dopaminerjik sistem
mezolimbik dopaminerjik sistem izerinde inhibitor bir etkiye sahiptir (122).
Mezolimbik sistem tizerinde prefrontal etkinligin ortadan kalkmasi mezolimbik
dopaminerjik aktivasyona neden olabilir. Sizofrenide g6zlenen negatif belirtileri
mezokortikal bolgedeki dopaminejik sistemdeki yetmezlikle, pozitif belirtileri
mezolimbik dopaminerjik sistemin etkinliginin artmasi sonﬁcu oldugu yéniinde
goriigler vardir (10). Caliymamizda goézledigimiz prefrontal kortekste oksidatif
hasar olugmasi ve bunun sebep oldugu apoptotik siireg bu tablonun olusumunu
izah edebilir.

Daha onceden yapimug birgok caligmada MK-801 beyini oksidatif
hasardan korumak igin verilmigtir. Bu ¢aligmalarin ¢ogunda kimyasal bir madde
verilerek (redoks potansiyeline sahip Fe elementi gibi) veya fiziksel olarak iskemi
olugturularak MK-801’in etkinligi aragtirilmig, antioksidan» maddeler gibi etki
ederek koruyucu gorev yaptig1 iddia edilmigtir. MK-801’in yapis1 incelendiginde,
klasik antioksidan maddelerde bulunan 6zelliklerin olmadig: goriilmektedir. Daha
detayli olarak agiklanacak olursa, antioksidan maddelerde fonksiyonel bir grup
olarak var olan ve elektron alip vererek radikalleri etkisiz hale getiren hidroksil
(OH) ve silfidril (SH) gruplart bu ajanda bulunmamaktadir. Arastiricilar bu
konuda herhangi bir detay vermemektedirler. Bu caligmada, hareket noktamiz

MK-801’in direkt oksidan bir ajan gibi etki ederek néronlarda ve diger beyin

53



destek hiicrelerinde herhangi bir oksidatif hasar yapmasi ve buna bagli olarak
psikoz bulgularinin agia ¢ikmasi degil, iyi bilinen bir NMDA reseptor blokori
olan MK-801’in ikincil bazi mekanizmalar1 agifa c¢ikararak veya harekete
gecirerek oksidatif stres olugturmasi ve bu yolla lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonuna sebep olarak hiicre hasar olugturmas: geklinde olabilir.

MK-801 verilerek frontal korteks ve hipokampiiste c-fos seviyesine
bakilan bir calismada, yalniz MK-801 verilen grupta c-fos seviyesini artirdigy,
ancak elektrokonviilzif gsok oOncesi MK-801 verilen grupta c-fos seviyesini
diistirdugt saptanmistir. Ustelik farkl: dozlardaki etkileri arasinda da nonlineer bir
iligki oldugu tespit edilmigtir. Bunun glutamerjik, dopaminerjik ve kolinerjik
kompleks bir polisnaptik norotransmisyonu etkilemesi ile ilgili olabilecegi
belirtilmigtir (123). Ayni gekilde PCP ile yapilan bir ¢aligmada da beynin farkli
bolgelerinde PCP’nin c-fos diizeyini farkl: etkiledigi goriilmiigtiir (29)

SSS’ni etkileyen ilaglarda SSS’deki fonksiyonel sistemler arasinda ¢ok
cepheli yogun bir etkilesim olmasi, ©zel reseptorlerin etrafli bir gekilde
aydinlatilamamig olmasi nérokimyasal karakterleri agiklamakta zorluklara sebep
olmaktadir (124). NMDA glutamat reseptér antagonistleri, klinikte anestezide
kullanilmakta ve stroke (inme), epilepsi, beyin travmasinda nérodejenerasyonu
onlemek igin terapotik ajan olarak gelistirilmektedir. Bu ajanlarin adult ratlarda
gosterdifi etkiler norotoksisite ve psikozun mekanizmasinin anlagilmasinda
anlamli klinik faydalara sebep olabilir. Sonugta serebral kortekse kolinerjik,
glutaminerjik disinhibisyon yapan, degisik subkortikal beyin alanlarinda inhibitor
néronlarda NMDA reseptor blokajiyla kompleks bir ag bozuklugu oldugu

dustiniilmektedir, Aymi zamanda serebrokortikal noronlarda muskarinik ve
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glutamat AMPA kainat reseptOrlerinin eksitoksik stimiilasyonu proksimal
mekanizma olarak ortaya cikiyor olabilir (125). In vitro olarak MK-801
reseptorler inaktif oldugunda afinitesi diigik ama agonist ve koagonistleri ile
aktive oldugu zaman NMDA reseptor iligkili kanallara yiiksek afinite gosterdigi
tespit edilmigtir (38). Sizofrenide kanitlanmig apoptozis mekanizmasi olmamasina
ragmen baz1 noropatolojik degigiklikleri agiklamak i¢in apoptotik hiicre 6liimii
hipotezi ortaya konmusfur (126). Oksidatif stres aractl noronal hasarin
muhtemelen psikoza aracilik edebilecegi ve sizofrenide meydana gelen yapisal
degisiklikleri agiklamaya katkisi olabilecegi ileri siirilmiigtir. Bu degigiklikler
oksidatif stresle tetiklenebilen artmi§ apoptozisin bir sonucu olabilir (2).

Burada tartigilmas: gereken en onemli konulardan biri de hig siiphesiz
bizim ve diger arastiricilarin kullandigi MK-801 dozlaridir. Bazen bir maddenin
disiik dozu viicutta istenen ve beklenen bir etki olugtururken yiiksek dozu tam
tersi bir etki meydana getirmektedir. Bunun en iyi 6megi C vitaminidir. Bu
vitamin digik dozlarda a;ltioksidan olarak fonksiyon goriirken yiiksek dozlarda
oksidan bir ajan olmaktadir. Bu bakimdan C vitaminine oksidan bir ajan demek
dogru olmamakla birlikte yiiksek farmakolojik dozlarda oksidan bir vitamin
oldugu agiktir. Bir caligmada MK-801’in farkli dozlarda epilepsi ve antikonviilzan
olarak kullanilan bazi maddelerin etkilerini farkh gekillerde etkiledigi
bulunmustur (127). Bunlar gibi bizim kullandigimiz MK-801 dozu hem NMDA
reseptorlerini bloke ederek bazi psikoz semptomlarinin agifa g¢ikmasina sebep
olurken hem de direkt veya indirekt bazi yollarla membran lipidlerinin yikimini
saglayabilmektedir. Bu konunun tam olarak agiga kavusmas1kigin doz-etki temelli

bir aragtirmanin yapilmas: gerekmektedir. MK-801’in farkli gekillerde etki
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yapabilecegi ile ilgili son olarak incelenmesi gereken konu, bu ajanin etki
mekanizmasi géz Oniine alindiginda, uygulanan canlinin yagidir (128). Erken ve
geg yaglarda; NMDA reseptorlerinin gelisimi ve verilen ajanlara sensitif hale
gelmesi konusu semptomlarin ortaya ¢ikiginda onemli olmaktadir. Dolayisiyla
MK-801’in deneysel amagla uygulandigi canlinin yagi, hem semptomlarin
gelisiminde hem de oksidatif stresin agiga ¢ikmasinda farkliliklara sebep
olabilecektir.

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada MK-801’in bazi enzim ve
reseptorlerin mRNA’larimn miktanm etkileyebilecegi gosterilmigtir (129). Bu
daha genis bir agilimla gu anlama gelebilir: MK-801 bazi enzim ve proteinlerin
hiicre i¢i konsantrasyonlarini, direkt etki ile azaltip arttirabilir, MK-801’in viicuda
alindiktan sonra metabolik akibeti heniiz tam olarak aragtirilmig bir konu degildir.
Bu agidan konu incelendiginde, MK-801’in beyinde ugradigi reaksiyonlar
sonucunda olugan metabolik tiriinlerinin de bu ortamda baz: etkiler yapabilecegi
ihtimal dahilindedir.

NMDA antagonislerinin diigiik dozlari, yetigkin ratlarda posterior cingulate
ve retrosplenial kortekste lamina III ve IV. tabakalarda gegici intrastoplazmik
vakuolizasyon ile karakterize doniigiimlii hasar olugturmakta (111, 43) ve yiiksek
doz ya da kronik verilmesi donigimstiz nekroza neden olmaktadir (130).
Patomorfolojik degisiklikler olarak retrosplenial kortekste, néronal hasarin protein
markirlar1 olan c-fos ve heat shock protenlerinin (110) olugtugu g6zlenmigtir.
Zang ve arkadaglarinin yaptigi galiymada MK-801’in retrosplenial korteksteki
noronlarda HE boyamas: ile apoptotik degisikliklere sebep oldugu bulunmugtur

(131). Amino-Kuprik-Silver teknik boyamasiyla MK-801’in 10 mg/kg dozunda
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verildiginde kortikal olfaktor yapilarda, dentat girusta, retrosplenial ve duyu
korteksinde somatodentritik dejenerasyon yaptigi gosterilmigtir (132). Ay
zamanda, preoptik alanda apoptozisi arttirdii (133), olfaktér bulbus, motor ve
anterior singulat gyrué, ~ thalamus, serebellumda dejenerasyon olustugu
saptanmugtir. Yine kafa travmali ratlarda yapilan bir ¢alismada MK-801’in ilk 4
saat igindeki eksitoksik hasardan korudugu ancak 6-24 saat arasinda olusan
apoptotik hasani artirdigt bulunmugtur (134). NMDA glutamat reseptér blokaji
gelisgmekte olan rat beyninde apoptotik nérodejeneratif degigikliklere neden
olmaktadir (135). Bu ¢ahgmalardan anlagihyor ki MK-801 beynin farkli
bolgelerinde apoptotik degisiklikler yapmakta ve noronal dejenerasyona sebep
olmaktadir.

Balik yag: eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozaheksaenoik asit (DHA)
agisindan oldukga zengindir. Her iki yag asidi de ¢oklu doymamig yag asitlerinin
bir iiyesi olarak kabul edilmektedir. Bu ikisi ve alfa-linolenik asit n-3 yag asitleri
olarak anilmaktadir. Baz1 enzimatik reaksiyonlar sonucunda EPA, ALA’dan ve
DHA da EPA’dan sentez edilebilmektedir. Viicuda diganndan ALA alindiginda
EPA diizeyleri artmakta fakat DHA diizeyleri degigymemektedir (136). Bu sebeple
beyinin hiicre membran yapilarinda bulunan ve néron fonksiyonlar1 igin esansiyel
olan DHA’nin balik yag1 ile viicuda alinmasi Onerilmektedir. Diger taraftan
aragidonik asit ve DHA’nin retina ve beyinde ¢ok fazla bulundugu, beyin geligimi
ve davramg geligimi igin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (137). Bunlarin iginden
DHA’nin serebral kortekste bulunma oram %15-20 olarak bildirilmigtir. Diyetteki
n-3 eksikliginin spesifik nérotransmiterleri 6zellikle de frontal dopamini etkiledigi

tespit edilmistir (95). Vicutta agirn ROS tretimi lipid peroksidasyonuna sebep
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olmakta ve striatal noronlarda hasar yaptifi bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonunun bir son iiriinii olan hidroksinonenalin glutamat ve glukoz
transportér aktivitelerini inhibe ederek né')r;)dejeneratif hastaliklara katkida
bulundugu iddia edilmektedir. Oksidatif reaksiyonlarin son {iriinlerinin
ekstraselliiler glutamat diizeylerini in vivo olarak arttirdigindan hareketle oksidatif
hasarin glutamat transportunun inhibisyonuna ve dolayisiyla noérodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesine sebep oldugu ileri strilmigtur (138). ROS’un merkezi
sinir sistemin membran patolojilerine sebep olarak gizofreni bagta olmak iizere
baz1 néropsikiyatrik hastaliklarda rol oynayabilecegi iddia edilmektedir (139).
Baz1 ¢aligmalarda sizofreni hastalarinin eritrosit membranlarinda aragidonik asit
konsantrasyonunda azalma ve dig ortamda tiyobarbiturik asit reaktan bilegiklerin
miktarinda da artma tespit edilmigtir (140). Bunun diginda anormal hareket
bozukluklar1 geligmis olan gizofreni hastalarmin plazma (141) ve eritrositlerinde
(106) lipid peroksidasyon Uriinlerinin arttifi bulunmugtur. Bitiin bunlardan
hareketle yapilan klinik ¢aligmalarin gogunun sizofrenide lipid peroksidasyonunda
bir artiga isaret ettifini soyleyebiliriz. Hiicre membraninin fosfolipid
kompozisyonu bir¢ok membran fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Bunlardan
bazilar;; noérotransmitter reseptorleri, ikinci haberciler, transport proteinleri,
pompalar, elektrolit gegis bolgeleridir. Yapilan bazi galigmalar, diyetle alinan
coklu doymamuig yag asitlerinin, 6zellikle de n-3 yag asitlerinin gizofreni patolojisi
ile yakindan ilgisi oldugunu iddia etmektedir (142). Bunun yaninda klinik ¢ift kor
caligmalar esansiyel yag asitleri’nin gizofreni tedavisinde kullanilabilecegini ve
bunun terapdtik bir etkisinin olabilecegini gostermektedir (142). Sizofreni

hastalarinin ~ postmortem  beyin  incelemelerinde, fosfatidilkolin  ve
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fosfatidiletanolamin mlktarlan digik bulunmus, total PUFAs ve doymus yag
asitleri azalmig, 6zellikle diisiik PUFAs diizeyinden linoleik asit ve eikosadienoik
asit miktarindaki azalma sorumlu tutulmugtur (89). Boylece sizofrenide bir
membran patolojisinden soz ederek buna kargilik tedavi amagh olarak kullanilan
n-3 yag asitlerinin faydali etkisinden bahsetmek miumkiindtir. Deney
¢aligmalarimizin sonucu, psikoz modelinde n-3 yag asitlerinin koruyucu etkisini
kismen gostermektedir. MDA diizeylerinin ve PC diizeylerinin tedavi grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir gekilde MK-801 grubundan daha diigiik ¢ikmast ve
kontrol grubuna yaklagmasi buna delil teskil etmektedir. Sonﬁg: olarak MK-801 ile
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu meydana gelmekte, n-3 yag asitleri
ise koruyucu etki gostermektedir.

Yapilan bazi galigmalarda n-3 yag asitlerinin yasa bagli ve gama
radyasyonuna bagl olarak beyinde geligen anormalliklere karsi koruyucu bazi
etkiler yaptigi gosterilmigtir (143, 144). Radyasyon ve yasa bagli beyinde
meydana gelen apoptotik degisiklikler tizerine eikosapentaenoik asitin anlaml
diizeltici etkisi oldugu bulunmugtur (145). Aslinda bu deneyin biitiin yonleri ile
tam olabilmesi i¢in kullandifimiz deney hayvanlarinin prefrontal beyin
kisimlarindan ve eritrositlerinden membran yag asitlerinin yiizdesinin de
caligiimas: gerekirdi. Ciinki lipid peroksidasyonunun artmas: ayni zamanda lipid
peroksidasyonu reaksiyonlarina substratlik yapan ¢oklu doymamig yag asitlerinin
azalmas1 anlamina da gelebilir. Bu agidan planlanacak ileri galigmalarda lipid
peroksidasyon iiriinleri ile birlikte hem beyin dokusu hem de eritrositlerde yag asit

kompozisyonundaki degigimlerin incelenmesi gerekmektedir.
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Giniimiize kadar yapilan n-3 yag asitlerinin gizofreni semptomlarina
etkisi, genellikle klinik galigmalar geklinde planlanmigtir (146, 94). Sizofreni ve
bipolar bozukluklarin tedavisinde yeni bir yaklagim: sekli olabilecegi
belirtilmektedir (147). Sizofreni hastalar1 tizerinde yapilan plasebo kontrollu bir
calisgmada EPA ve DHA ayr1 ayri verilmiy ve EPA’daki diizelme oraninin pozitif
ve negatif sendrom skalalarinda DHA ve plasebodan istatistiksel olarak daha
iistiin oldugu goriilmigtiir (148). Ratlarda frontal kortekste vezikiiler dopaminerjik
kompartmanda n-3 PUFA eksikliginin etkilerinin aragtirildigt bir ¢aligmada,
dopamin kortikal vezikiillerinin 6zellikle n-3 PUFA eksikliginde azaldigini
gostermigtir. Dopamin norotransmisyonundaki boyle degisikliklerin n-3 PUFA
eksikligi olan ratlarda ortaya ¢ikan davranig anormalliklerini agiklayabilecegi
diigtiniilebilir (149). Esansiyel yag asitleri’nin membran yapisi1 ve akigkanhifina
olan etkisi membran duvarinin igi ile dig1 arasindaki iyon degigikliklerine bagli
noéronal haberlegme i¢in kritik 6neme sahiptir. n-6/n-3 arasindaki oranin oksidatif
enzimleri etkileyebilecegi, aynm1 zamanda esansiyel yag asitleri’nin kolinerjik,
nikotinik, muskarinik, adrenerjik, dopaminerjik ve NMDA reseptor fonksiyonlar:
iizerine diizenleyici etkisi olabilecegi belirtilmektedir (85).

Yukardakiler ve buna benzer klinik ¢aligmalar diginda sizofrenide deneysel
caligma olarak planlanmlé aragtirmaya ok rastlanmamistir. Meveut galigma hem
bu agidan hem de deneysel psikoz modelinde prefrontal kortekste meydana gelen
degisiklikleri biyokimyasal, molekiiler ve histolojik agidan inceleyen ve ayrica n-
3 yag asitlerinin bu degisikliklere etkisini ortaya koymaya caligan ilk aragtirma
olma 6zelligi tagitmaktadir. Caligmamin sonuglar1 gelecekte yapilacak daha ileri

caligmalara temel olma ve yol gosterici olma 6zelligi tagimaktadir.
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Sonug olarak; bu deneysel ¢aligmadan elde edilen biyokimyasal, histolojik

ve davranigsal verilerden agagidaki bulgulara ulagmak mimkiindiir:

MK-801 verilmesi siganlarda anormal hareketlere sebep olarak iyi bir
psikoz modeli tegkil etmektedir. Bu ozelli§i bizim g¢aligmamizda da
tamamen gozlenmistir.

Bu ajanin verilmesinden sonra biyokimyasal olarak incelenen prefrontal
kortekste lipid peroksidasyonunun ve protein karbonil diizeyinin artti3:
g6zlenmigtir. Bu artiglar, psikozun temelinde oksidatif stresin olabilecegini
desteklemektedir.

MK-801 bu degisiklikleri direkt etki seklinde veya indirekt etki seklinde
olugturabilir. Direkt etki konsantrasyonu ile bagimli olarak oksidatif
mekanizmalar1 hizlandirmas: ile, indirekt etkileri ise oksidan/antioksidan
sistemlerle dolaylt yoldan iligkisi olan metabolik siiregleri hizlandirmasi
ile agiklanabilir.

Bu etkiler sonucunda hipotetik olarak hiicresel bitiinliigiin bozuldugunu,

membran pompa ve transport sistemlerinde degisiklikler oldugunu, bunun da

psikoz bulgularina ve semptomlarina temel teskil edebilecegini soyleyebiliriz.

n-3 yag asitlerinin verilmesi hem biyokimyasal hem de histolojik agidan

dokuda koruyucu etki yapmigtir. Lipid peroksidasyonu ve protein karbonil

reaksiyonlani azaldig: gibi prefrontal korteksin mikroskobik incelenmesinde de

onemli koruyucu etkiler yaptig1 gorilmigtir.

n-3 yag asitlerinin koruyucu etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmese

de baglayan peroksidatif siirecte beyin dokusunda azalmaya yiiz tutmug ¢oklu

doymamig yag asitlerinin hizli bir gekilde yerine konmasi ileri siirtilebilir. Azalmig
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doku lipid peroksidasyon urtinleri dolayli olarak substrat seviyelerinin
korundugunu gosterebilir.

MK-801 verilmesi ile apoptozisin hizlanmas: ve apoptotik hiicre sayisinin
kontrol grubuna goére artmasi psikozun temelinde heniiz adi konulmamig bir hasar
sirecinin meydana geldigini, n-3 yag asitlerinin verilmesi {izerine apoptozisin
azalmasi ise diyete eklenen goklu doymamis yag asitlerinin bu siireci kismen
Onledigini veya yavaglattigini sdyleyebiliriz.

Beyin dokusunda MK-801 ile ¢oklu doymamaig yag asitlerinin diizeylerinin
azaldifi ve n-3 yag asitlerinin akut donemde verilerek bu azalmanin Oéniine
gecildigi hipotezinin ispatlanabilmesi i¢in dokuda yag asit kompozisyonunun

degerlendirildigini aragtiran ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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