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OZET

Zayif 6n uyaran ile irkilme refleksinin bozulmasi sizofreni ve sizofreni spektrum
bozukluklarini deneysel olarak modelleyen ve gilinimiizde de kullanilan gegerli
deneysel yontemdir. On uyaran aracili irkilme refleksi (OUAI) test sistemi disaridan
gelen uyarilar1 algilayip yanita doniistiiren filtre edici diizenegi yansitmaktadir. Agmatin
yeni bir beyin kimyasalidir ve daha &énce yiiksek dozlarinda OUAI’'nu bozdugu
bilinmektedir. Dolayisiyla agmatinin sizofreni patogenezinde 6nemli bir rolii olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica agmatinin metaboliti olan spermin ve spermidinin sizofreni
hastalariin kan, beyin ve beyin omurilik sivilarinda (BOS), post-mortem ¢alismalarda
yiiksek bulunmus olmasi da bu goriisii desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda da temel
amag bu gorisiin kapsamli deneysel ¢alismalarla desteklenmesidir. Bu amagla poliamin
yolaginin OUATI’daki rolii sicanlarda agmatin, D-arjinin, ornitin, spermin, spermidin,
ketamin (NMDA reseptdr antagonisti), klonidin (alfa 2 reseptdr agonisti), idazoksan
(alfa 2 reseptor antagonisti), apomorfin (dopaminerjik agonist) ve haloperidol
(dopaminerjik antagonist) kullanilarak ayrintili bir sekilde incelenmistir. Elde edilen
veriler agmatinin  OUAI’'nu bozucu etkileri olduguna, alfa 2 (o) adrenerjik
reseptorlerinin uyarimmin OUAI ile iliskilendirilebilecegine fakat agmatinin OUAI’na
etkilerinin o adrenerjik reseptorlerden ziyade N-metil-D-aspartat (NMDA)

antagonizmasi ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agmatin, Poliaminler, On uyaran aracili inhibisyon, Sizofreni,

Sigan.



INVESTIGATION OF THE ROLE OF AGMATINE AND
POLYAMINE PATHWAY IN SCHIZOPHRENIA BY ACOUSTIC
STARTLE REFLEX OF PREPULSE INHIBITION IN RATS

ABSTRACT

Prepulse inhibition (PPI) of the acoustic startle reflex is an experimental pattern of
schizophrenia and schizophrenia spectrum disorders and which is most acceptable
current experimental animal test system. PPI test system reflects the filter system that
senses the exterior stimulus and converts it to response. Agmatine is a new
neurotransmitter which was previously known to impair PPI in high doses. Accordingly
agmatine is believed to have important role in schizophrenia pathogenesis. Moreover,
spermine and spermidine the metabolites of agmatine, have been found to be high levels
in blood, brain and cerebrospinal fluid of patients with schizophrenia and post-mortem
studies also support this view. The main purpose of our study was to support this
opinion by further experimental studies. Therefore the role of polyamine pathway was
comprehensively investigated in rats using several agents. We tested the effects of
agmatine, D-arginine, ornithine, spermine, spermidine, ketamin (NMDA receptor
antagonist), clonidine (a2 receptor agonist), idazoxan (a2 receptor antagonist),
apomorphine (dopaminergic agonist) and haloperidole (dopaminergic antagonist) on
PPI in rats. Our results suggested that agmatine has disrupting effects on PPl and
stimulation of az adrenergic receptor might be relevant for this effect. However our
results indicate that agmatine induced disruption of PPI may be associated with NMDA

antagonism rather than effects on o, adrenergic receptors.

Keywords: Agmatine, Polyamines, Prepulse inhibition of the acoustic startle reflex,
Schizophrenia, Rat.
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Yiiksek lisans egitimin boyunca, bilgisi, deneyimi, hosgoriisii ve sabriyla bana yol
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EK 2. BEYAN FORMU

Bu c¢aligmanin kendi tez ¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar higbir
asamasinda etik dis1 davranisimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi beyan ederim.

Tarih

Ad1 Soyadi
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1. GIRIS

Sizofreni terimi ilk kez 1911 yilinda Bleuler tarafindan kullanilmistir. O zamana
kadar hastalik Emil Krapelin tarafindan kullanilan “dementia praecox” ismiyle
biliniyordu (Moser ve ark. 2000).

Sizofreni norogelisimsel bir beyin hastaligidir (Kotagale ve ark. 2012) ve mental
hastaliklarin en siddetli ve kronik formlarindan biridir. Patogenezinde hem genetik hem
cevresel faktorler rol oynamaktadir. Sizofreni yaklasik olarak diinya popiilasyonun
%1’ini etkilemektedir (Oertel-Knochel ve ark. 2011).

Mezokortikolimbik sistemdeki dopamin diizensizligi sizofreni i¢in baskin olsa da,
glutamat, serotonin, gamma-aminobiitirik asit (GABA), noradrenalin ve asetil kolin gibi
diger norotransmitter sistemleri de yaygin olarak arastirilmaktadir. Bununla beraber,
sizofreni etiyopatogenezi hala tam olarak anlasilabilmis degildir (Kotagale ve ark.
2012). Son preklinik calismalar, endojen bir norotransmitter olan agmatinin sizofreni
patogenezinde sorumlu olabilecegine dair ilging veriler sunmuglardir (Uzbay 2009b;
Uzbay 2010).

Bu calismada amacimiz daha Once literatiire sunulan verilere gore yeni bir
norotransmitter olan agmatinin ve benzeri poliaminlerin asir1 saliverilmesinin sizofreni
patogenezindeki roliinii ayrintili bir sekilde incelemekti. Bu ¢alisma sizofreni gibi
onemli bir halk saglig1 sorununa ¢6ziim getirme olasilig1 bulunan bilimsel verileri elde
etmeye, bu verilerden hareketle bilimsel bilgi iiretmeye ve elde edilebilecek bilimsel
bilginin endiistriyel bir iirline doniisebilmesi i¢in gerekli zemini hazirlamaya yonelik
olarak planlanmistir. Bu ¢ercevede, agmatin ve agmatinin sentezlendigi poliamin
yolaginin sizofrenideki rolii, sizofreni ve benzeri psikozlar i¢in gecerli bir hayvan
modeli ve ilag gelistirme ¢alismalarinda kullanilan bir tarama yontemi olan akustik
irkilme refleksinin On uyaran aracili inhibisyonunda bozulma modeli iizerinden
kapsamli farmakolojik ¢aligmalarla degerlendirilmistir.

Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmistir (Proje No: SBAG — 110S344).



2. GENEL BIiLGILER

Sizofreni kelimesi, Yunanca ayrik veya bolinmiis anlammna gelen "sizo"
ve akil anlamina gelen "frenos"” sozciiklerinin birlesiminden gelir. Bunun anlami kisinin
iki ayr1 ger¢ege inanmasindan gelir.

Sizofreni en ciddi psikiyatrik bozukluklardan biri olarak bilinmektedir. Genel
poplilasyonun yaklasik %1 inin etkilendigi, siklikla ergen ve geng erigkinlerde goriilen
onemli norogelisimsel bir bozukluktur (Konradi ve Heckers 2001; Najjar ve Pearlman
2015). Bu bozukluk algi, kognitif iglevler ve duygulanim gibi neredeyse biitiin beyin
fonksiyonlarmin etkilendigi karmasik bir mental sorun yaratir (Uzbay 2009b).

Hastalik hafifleme ve niiks etme donemleri ile seyreder. Temel semptomlari
arasinda sanrilar, haliisinasyonlar, duygusal ve davranissal diizensizlikler sayilabilir.
Sanrilar ve haliisinasyonlar pozitif semptomlari, durgun ya da korelmis duygulanim
negatif semptomlari, hafiza ve dikkat eksikligi, sosyal islev bozuklugu kognitif
bozukluklar1 olusturmaktadir (Maat ve ark. 2015). Zamanla zihinsel islevlerde ve sosyal
iligkilerde azalmalar meydana gelir. Bu durum kisilik degisikligine, sosyal izolasyona,
mesleki yetersizlige ve kognitif bozukluga onciiliikk eder. Ayrica sizofreni hastalari
arasinda intihar da oldukg¢a yaygindir. Halen sizofreninin radikal, kokten bir tedavisi
bulunmamaktadir (Millier ve ark. 2014).

2.1. Bir Toplumsal Sorun Olarak Sizofreni ve flacla Tedavisinin Tarihcesi

Sizofreni halen psikiyatrik bozukluklarin en agir1 kabul edilmektedir. Toplumda
yaklasik olarak %1 siklikla goriilen, ndrogelisimsel bozuklukla iligkili énemli bir beyin
hastaligidir. Norogelisimsel bozukluk beynin “alg1”, “kognitif islevler”, “diisiince” ve
“duygulanim” gibi neredeyse tiim islevlerinde sorun yaratarak karmasik bir tablo ortaya
cikarir. Sizofrenide ndrogelisimsel probleme genetik, ¢evresel ve sosyal faktorler de
katkida bulunur. Bu durum hastaligin kesin tedavisini gii¢lestiren en 6nemli etkenlerden
biridir (Stefan ve ark. 2002; Uzbay 2009b). Sizofreni goriilme sikliginin demografik
faktorlerle pek fazla degisiklik sergilemedigi g6z Oniine alinirsa halen diinyada 60
milyondan fazla sizofreni hastasi bulundugu Ongoériilebilir. Bu rakam iilkemiz i¢in

yaklasik olarak 700 bin hastadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Ak%C4%B1l

Sizofreni arastirmalar1 kabaca {i¢ ¢gaga boliinebilir: 1900’lerin baglarinda olan klinik
gozlemler, lkinci Diinya Savasi’ndan o6nce ortaya c¢ikan degerlendirme tabanli
yaklasimlar ve ¢agimizda (kabaca son yirmi yil) diger disiplinlerin birlestigi kognisyon
arastirmalar1 (Green ve Harvey 2014).

Sizofreni ilk olarak 1852 yilinda Bénédict Morel tarafindan geng eriskin ve gengleri
etkileyen bir sendrom olarak tanimlanmis ve "démence précoce" diye adlandirilmustir.
Morel bu terimi agiklayict anlamda kullanmisti ve spesifik bir tan1 kategorisi yoktu

(Berrios ve ark. 2003; Palha ve Esteves 1997).

Resim 1: Bénédict Morel.

Alman psikiyatrist olan Emil Kraepelin psikiyatrik bozukluklarin temel olarak
biyolojik ve genetik islev bozuklugundan kaynaklandigina inanmiyordu. Morel’in
"démence précoce" teriminden “dementia praecox” terimini gelistirdi (Berrios ve ark.
2003; Palha ve Esteves 1997).


http://tr.wikipedia.org/wiki/1853
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%A9n%C3%A9dict_Morel
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sendrom
http://en.wikipedia.org/wiki/Dementia_praecox

Resim 2: Emil Kraepelin.

Paul Eugen Bleuler, 6zellikle mental hastaliklar konusundaki ¢alismalariyla taninan
Isvigreli bir psikiyatristtir. Ayrica sizofreni terimini de literatiire kazandirmistir. Bleuler
ise hastaligin semptomlarinin iki tipi arasinda onemli bir ayrim yaparak baslamistir.
Bunlar temel ve yardimci semptomlardir. Duygulanim ve duygu karmasasi isbirliginde
ortaya ¢ikan problemler ile dikkat bozuklugunu temel semptomlar olarak ayrilmustir.
Temel semptomlarin aksine, yardimei semptomlar temel semptomlardan tiiremektedir
ve bizim bugiin sizofreninin pozitif semptomlari olarak adlandirdigimiz halisiinasyon,

yanilgi, davranig ve konusma anormalliklerini igermektedir (Green ve Harvey 2014).

Resim 3: Paul Eugen Bleuler.




1950 yilinda klorpromazinin kesfine kadar sizofreni hastaliginin etkili bir tedavisi
miimkiin olmamusti. Hastalar toplumla birlikte yasayamiyor ve toplumdan izole
ediliyorlardi. Orta ¢cagda bu tip hastalarin iglerine giren seytanin ¢ikarilmasi i¢in iskence
gordiiglinii, hatta yakilmak suretiyle katledildigini biliyoruz. Klorpromazinin kesfinin
oncesinde de bu hastalar toplumdan izole olarak akil hastanelerinde tedavi goriiyor,
aileleri ile birlikte olamiyor ve toplumsal yasama katilamiyorlardi. 1952 yilinda
Paris’teki Sainte-Anne Ruh Sagligi Hastanesinde Psikiyatristler Jean Delay ve Pierre
Deniker’in klorpromazini sizofreni hastalarinda denemeleri ve semptomlarin kontroliine
yonelik ¢ok iyi sonuglar elde etmeleri sizofreni tedavisinde en Onemli doniim
noktalarindan biridir (Carlsson 2003). Bu ayni zamanda giinlimiize kadar siirecek
sizofreni olusumunda dopamini esas alan yaklagimin da baslangicini olusturuyordu.
Dopamin reseptér antagonisti olan klorpromazin hastalarda hezeyanlar gibi pozitif
semptomlarin kontroliinde etkili olmustu. Buna dayanarak dopaminin sizofreni
patofizyoloji ve tedavisi i¢in anahtar norotransmitter oldugu ileri siiriilmis ve
klorpromazini daha sonra klasik antipsikotik ilaglar olarak smiflandirilacak olan
haloperidol ve digerleri izlemistir. Klasik antipsikotiklerin en biiyiik 6zellligi hastalarda
hezeyanlardan ve pozitif semptomlarin ¢ogundan sorumlu oldugu diisliniilen
mezolimbik sistemdeki artmis dopaminerjik aktiviteyi dopamin reseptdr antagonizmasi
tizerinden inhibe etmeleriydi (Kapur ve Lecrubier 2003).

Dopamin antagonisti klasik antipsikotikler sizofreni hastalarinin haliisinasyonlar ve
deliizyonlar gibi pozitif semptomlarinda 6nemli diizelmeler yapsa da afektif kiintlesme,
heyecan ve inisiyatif yoklugu, konusma fakirligi, sosyal diirtiiniin azalmasi, kisisel
hijyene ve goriinlise dikkat etmeme gibi negatif semptomlar {lizerinde o kadar etkili
degillerdi. Ote yandan, bu ilaclarin akatsia, Parkinsonizm ve tardif diskinezi gibi ciddi
ekstrapiramidal yan etkilere sahip olmalar1 bilim insanlarinin sizofrenide daha etkili ilag
arayisim  siirdiirdii. Once amisiilpirid ve pimozid gibi ekstrapiramidal yan etkileri
nispeten daha diislik ilaglara gecilmis ve izleyen donemde atipik antipsikotikler
gelistirilmistir (Schaztzberg ve ark. 2003; Barry ve ark. 2012). Klozapin, risperidon,
ketiyapin, olanzapin ve ziprasidon gibi atipik antipsikotiklerin en onemli &zelligi
azaltilmis veya dengelenmis antidopaminerjik aktivitelerinin yam1 sira Ozellikle
serotonerjik 5-HT; reseptorleri ile de etkilesmeleridir. Bu ilaglar 6zellikle 5-HT2a ve 5-
HT2c reseptorlerini bloke ederler. Bazal gangliyonlardan ziyade mezolimbik dopamin
sistemi iizerine etkili olduklarindan ekstrapiramidal yan etkileri yok veya ¢ok hafiftir.

Ayrica sizofreninin negatif semptomlar: iizerine etkili olduklarina isaret eden bircok
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klinik veri vardir (Kelleher 2005; Uzbay 2007). Bu ilaglarin ayrica histamin, alfa
adrenerjik, asetilkolin reseptorleri {izerine de etkileri vardir ve bu reseptorler lizerindeki
etkileri genellikle sedasyon, antikolinerjik ve hipotansiyon gibi bazi kardiyovaskiiler
yan etkileri ile iliskilendirilmektedir. Tablo 1’de sizofreninin giincel farmakoterapisinde

kullanilan hem klasik hem de atipik antipsikotik ilaclarin reseptdr afiniteleri verilmistir.

Tablo 1. Bazi atipik antipsikotik ilaclarin reseptor afinitelerinin haloperidol ile karsilastirilmasi.

Hag: Ach D, Hi 5-HT2a 5-HT2c (041 o2
Haloperidol 0 +++ + ++ 0 ++ 0
Klozapin ++ + 4+ ++ ++ ++ +
Olanzapin + ++ +++ +++ +++ ++ +
Ketiyapin 0 + ++4+ ++ ++ ++ 0
Risperidon 0 +++ ++ ++++ ++ +++ ++
Ziprasidon 0 +++ ++ ++++ ++ ++ ?

0= reseptore afinitesi yok; += reseptdre afinitesi diisiik; ++= reseptore afinitesi orta; +++= reseptore

afinitesi yiiksek; ++++= reseptore afinitesi ¢ok yiiksek.

(Uzbay 2009b)

Yeni kusak antipsikotiklerden olan ve tabloda yer almayan aripiprazol ise dopamin
D2 reseptorleri ile 5-HT1a reseptorleri lizerine parsiyel agonistik, 5-HT2a resptorleri
lizerine antagonistik etkiye sahiptir (McGavin ve Goa 2002).

NMDA reseptorleri ve metabotropik glutamat reseptorleri gibi glutamata 6zgiil
reseptorlerin  sizofreni fizyopatolojisinde Onemli bir role sahip olduklar1 ve
farmakoterapide 6nemli hedefler olabilecekleri yolunda yaymlar yapilmistir (Lindsley
ve ark. 2006; Harrison 2008). Sizofrenide o&zellikle negatif belirtilerin glutamat
hipofonksiyonu ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. mGluR1 ve mGluRS gibi grup I
ve mGlu2/3 gibi grup II metabotropik glutamat reseptorlerindeki islevsel bozukluklarin
da sizofreniye neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Imre 2007; Pietraszek ve ark. 2006).

LY379268 isimli giiglii mGlu2/3 reseptdr agonistinin deney hayvanlarinda fensiklidin
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ve ketamin gibi NMDA antagonistleri ile olusturulan lokomotor hiperaktivite ve motor
bozukluklar1 diizeltirken, digaridan gelen uyarilarin islenerek cevaba doniistiiriilmesi ile
iliskili filtre edici zihinsel islevlerdeki (duyusal kapilama/sensorimotor gating) sorunu
yansitan irkilme refleksinin zayif bir 6n uyaran aracili inhibisyon (OUAI) modelinde
etkisiz bulunmustur (Imre 2007). Bu veriler LY379268’in sizofrenideki etkinliginin
siirli olabilecegini diisiindiirmektedir. Glutamat reseptor agonisti ilaglarin sizofreni
tedavisinde etkili olabilecegi ongdriisii stirmekle beraber heniiz bu etki mekanizmasina
sahip bir ila¢ tedaviye girmemistir.

NMDA/glisin baglanma yerini modiile eden glisin, D-serin ve D-sikloserin gibi tam
veya parsiyel glisin agonistlerinin de kisitli sayida klinik olguda sizofreni tedavisinde
etkili olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Glisin aktivitesinin artirilmasina yardimer olan
NFPS (ALX-NPS 5407), Org 24461/24598, SSR 504734 ve sarkozin (N-metilglisin)
gibi glisin transport inhibitdrlerine gelecegin sizofreni ilaglar1 gozii ile bakilmistir
(Javitt 2002, Javitt 2008). Sarkozin ile ozellikle Tayvan’da bazi sinirli sayida klinik
caligmalar yapilmistir. Ancak, giivenli kullanim ile iliskili yeterli veri yoktur. Glisin ve
D-sikloserin gibi glisin tam veya parsiyel agonistlerinin sizofreni tedavisindeki
etkinligini inceleyen genis Orneklemli ve kontrollii bir c¢alisma olan CONSIST
calismasinin sonuclar1 bu ilaglarin sizofreninin biligsel ve negatif semptomari iizerine
etkisinin plasebodan anlamli 6l¢lide farkli olmadigina isaret etmektedir (Buchanan ve
ark. 2007).

Sizofreni tedavisinde Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi’nden (FDA) atipiklerden sonra
onay alan son ila¢ asenapin olmustur. Asenapin dopaminerjik D3 reseptorlerin yani sira
5-HT2a, 5-HT2, 5-HT2c, 5-HTe, 5-HT7 ve adrenerjik ozg reseptorlere de etkilidir
(Shahid ve ark. 2009).

Sizofreninin ilagla tedavisinde mevcut ilaglarin higbirisi kokten tedavi anlaminda
kesin bir ¢oziim saglamamaktadir. Ote yandan mevcut ilaglarm asii kilo alimi ve
metabolik sendrom gibi bazi yan etkilerinin siklikla tedaviyi birakmayr veya
degistirmeyi gerektirecek Olciide siddetli olabilmesi ve sizofreni hastalarinin ilag
uyumunun ¢ok iyi olmamasi tedavide yeni arayislar1 giindeme getirmektedir. Daha
etkili, yan tesirleri daha hafif ve hasta tarafindan daha kolay tolere edilebilen ilaglar
tizerinde caligmalar siirdiiriilmektedir. Sizofreninin etyopatogenezinde arastirilmasi
gereken daha pek ¢ok nokta vardir. Norobiyolojik zeminde netlik saglayabilecek her
yeni bulgu dénemli veriler saglama potansiyeline sahiptir. Dopaminerjik ve serotonerjik

sistem hedefli yeni nesil ilaglar sizofreni tedavisinde eski ilaglara gore kullanim
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kolayligi ve daha az yan etki siklig1 gibi avantajlar getirmekle beraber, etkinlik
bakimindan ¢ok belirgin bir katki saglamamistir. Sizofreni etyopatogenezinin daha da
netlestirilmesi  ve tedavisine yoOnelik yeni ilaglarin  gelistirilmesi  halen

noropsikofarmakolojinin en ¢ok yatirim yapilan alanlarindan birini olusturmaktadir.

2.2. Poliaminler ve Agmatin

Poliaminler, dogada ve canli organizmalarda yaygin olarak bulunan 2, 3 veya 4
amino grubu igeren alifatik molekiillerdir (Tabor ve Tabor 1984). Putresin, spermidin ve
spermin beyinde de bulundugu bilinen en 6nemli poliaminlerdir. Bir guanidino-amin
olan agmatinin de memeli beyninde varlig: gosterilmistir (Raasch ve ark. 1995; Reis ve
Regunathan 1998). Poliaminler, santral sinir sisteminde (SSS) G proteinleri, protein
kinazlar, niikleotid siklazlar ve reseptorlerle; ayrica katekolaminler, GABA, nitrik oksit
(NO) ve glutamat gibi baska sistemlerle de etkilesirler. Memelilerde hiicre biiyiimesi ve
hiicre membran fonksiyonlarinin diizenlenmesinde (ndéronlar dahil) 6nemli bir katkiya
sahiplerdir. Sizofreninin bir ndron membran anormalitesi olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Bu hipotez ayn1 zamanda poliaminlerin sizofreni patofizolojisi ile iliskili olabilecegine
isaret etmektedir (Ramchand ve ark. 1994). Sizofreni hastalarinin beyinlerinde, BOS ve
kanlarinda poliamin diizeylerinin ylikseldigine isaret eden ve tamami agmatin
metabolitleri olan spermin, spermidin ve putresine odaklanan bir¢ok ¢alisma

yayinlanmistir.



Sekil 1: Agmatin ve poliaminlerin sentez ve metabolizmasi.
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(Reis ve Regunathan 2000)

Agmatin arginin dekarboksilaz (ADC) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
argininin dekarboksilasyonu sonucu olusan katyonik bir amindir (Sekil 1). Ik olarak
1910 yilinda Nobel 6diillii bilim insan1 Albrecht Kossel tarafindan ringa baliginin
sperminde kesfedilmistir (Kossel 1910). Dogada ve memelilerde yaygin olarak bulunur.
Agmatin biyolojik olarak aktif bir maddedir (Lortie ve ark. 1996) ve yiiksek bir afinite
ile imidazolin ve o adrenerjik reseptorlere baglandigr gosterilmistir (Li ve ark. 1994;
Piletz ve ark. 1995; Regunathan ve Reis 1996; Reis ve Regunathan 1998). Agmatin
beyinde sentezlenen, vezikiillerde depolanan ve beyinden saliverilen bir norotransmitter
ozelliklerine sahiptir (Sekil 3). NO olusumuna katki saglayan NO sentaz (NOS)
enzimini inhibe edici (Galea ve ark. 1996) ve sigan hipokampal noéronlarinda
glutamaterjik NMDA reseptorleri bloke edici (Yang ve Reis 1999) etkileri vardir. Yani,
SSS’de biyolojik etkilerini 6zgiil reseptdrler ve ndronal yolaklarla etkileserek
gostermektedir. Nitekim, agmatinin bir ndrotransmitter tanimi i¢in gerekli tiim 6lgiitlere
sahip oldugu ve yeni bir ndrotransmitter olarak kabul edilebilecegi ileri siirtilmiistiir

(Reis ve Regunathan 1998; 2000; Uzbay 2012) (Sekil 3).



Resim 4: Albrecht Kossel.

Sekil 2: Agmatinin kimyasal yapisi.

(Uzbay 2012)

Agmatinin deney hayvanlarinda morfin ve alkol yoksunluk sendromunun birg¢ok
belirtisini  hafiflettigi ve bu etkisinden NOS inhibisyonu yapict veya NMDA
reseptorlerini inhibe edici oOzelliklerinin sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(Aricioglu-Kartal ve Uzbay 1997; Uzbay ve ark. 2000). Ayrica daha Once
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gerceklestirdigimiz bir ¢alismanin sonuglar1 agmatinin a2 reseptorler izerinden morfinin
analjezik etkisini potansiyelize ettigini gostermistir (Yesilyurt ve Uzbay 2001).
Agmatinin NOS inhibisyonu ve NMDA reseptor antagonisti 6zellikleri ile anksiyete ve
epilepsi gibi bagka eksitator nitelikli ndropsikiyatrik hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilecegi veya noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin

etkilerine katki saglayabilecegini diislindiiren bir¢ok veri bulunmaktadir (Uzbay 2012).

Sekil 3: Agmatinerjik sinapslarin sematik temsili (IR: imidazolin reseptorler).
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(Uzbay 2012)

2.3. Noroplastisite ve Sizofreni

Psikiyatrik bozukluklar i¢in mevcut tedaviler, hastaligin olusumuna katki saglayan
noroplastik ya da norogelisimsel anormallikleri geri ¢evirmekten ziyade semptomatik
rahatlamayr amaclamaktadir. Noroplastisite, psikiyatrik bozukluklar i¢in biitlin
tedavilerin Ozlinii olusturmaktadir ¢iinkii semptomlardaki azalmanin néral agin
fonksiyonundaki degisikliklerden ortaya ¢iktig1 varsanilmaktadir (Krystal ve ark. 2009).

Sinaptik plastisite, mevcut sinapslarin yeniden diizenlenmesi, yeni sinaps olusumu

ve mevcut sinapslarin budanmasi olan ii¢ farkli mekanizmadan biri tarafindan gelisimini
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tamamlamig beyinde de gergeklesir. Sinaptik yeniden diizenlenme ve dendritik
hareketler olgun beyinde yaygindir ve aktin polimerizasyonu ve iyon konsantrasyonu
araciligiyla gergeklesir. Bu hizli degisimler sinaps kuvvetliligini ve stabilitesini etkiler
ve 6grenme ve bellek islevlerinde ¢cok 6nemlidir (Konradi ve Heckers 2001).

Noroplastisite noral yapt ve fonksiyondaki degisiklik anlamina gelmektedir.
Normal beyin gelisimine (baglantilarin budanmasi), Ogrenme ve bellek gibi
fonksiyonlara ve bunlarin yani sira epilepsi gibi hastaliklarin patolojisine aracilik
etmektedir (Frost ve ark. 2004).

Olgunlasmamis noronlar yeni sinapslar olusturmak i¢in, gelisimini tamamlamis
noronlarda diger noronlarla yeni iligkiler kurmak ve mevcut iliskilerini gliglendirmek
icin ¢evreyi kesfederler. Eger uygun iliski kurulamazsa sinaps geri ¢ekilir. Bu yiizden,
sinaps yogunlugu i¢in 6nemli en az iki parametre vardir: 1) Aslen kurulmus olan sinaps
sayis1 ve 2) bu sinapslar arasindaki iletisimin etkinligi (Konradi ve Heckers 2001).

Noroplastisite beyinin ¢evresel degisiklere adaptasyonuna dayanan kademeli bir
islemdir. Yetiskin bir beyinde noroplastisite iki yolla olur: 1) sinaptik plastisite,
sinapslarin yeniden modellenmesi, ve 2) ndrogenez, yeni noronlarin olusturulmasi

(Konradi ve Heckers 2001).

Sekil 4: Normal ve anormal sinaps olusumu ve stabilizasyonu.

Sinaps Olusumu

Sinaps

Stabilizasyonu

(Konradi ve Heckers 2001)
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Uzatilmis sinaps olusum periodunu sinaps stabilizasyonu ve kullanima bagh
budanma izler. Cevresiyle iletisim kuramayan sinapslar ortadan kaldirilir. Sekil 4°te (A)
normal sinaps gelisimini gostermektedir. (B) ve (C) sizofreniye uygun bulgular olan
dendrit ve sinapslarin azalmasini gostermektedir. Bu tip azalmalar hatali sinaps
olusumuna (Sekil 4 (B)) ve hatali sinaps stabilizasyonuna (Sekil 4 (C)) sebep
olmaktadir. Hatali sinaps olusumu ve hatali sinaps stabilizasyonu ile sizofreni arasinda
bir iligki kurulmaktadir (Konradi ve Heckers 2001).

Klasik olarak sizofreni agik klinik karakteristikleri ve tani kriterleri ile kronik
psikotik bozukluk olarak tanimlanmaktadir. Fakat patofizyolojisi hala belirsizdir.
Birgok calisma sizofrenide farkli noral degisikliklere odaklanmistir. Sizofreni
hastalarinda bulunan en tutarli anormalliklerden biri medial temporal lobun ve
neokorteksin hacmindeki azalmadir (Ross ve ark. 2006). Bu volumetrik azalma noron
sayist ile iligkili degil, aksonlar ve dendritlerin sayilarinin ve néronlar arasi bosluklarin
azalmasi ile iliskilendirilmektedir. Biitiin bunlara bagli olarak ndroplastisite hastaligin
mekanizmasini agiklamak igin faydali olabilir (Balu ve Coyle 2011).

Norotransmitterlerin, onlarin  transporterlerinin - ve  onlarin  reseptdrlerinin
mRNA’larinin ekspresyonu sizofrenide degisiklik gosterebilir. Bu molekiiler plastisite
sinaptik fonksiyonu degistirebilir. Sizofrenide, mRNA’larin ekspresyonlarinda meydana
gelen degisiklikler, noronal gé¢ ve aksonal biiyiime gibi temel gelisimsel siirecleri
degistirebilir.  Ayrica  gelisimini  tamamlamig beyinde sinaptik  islevlerin
modiilasyonunda bazi ndrotrofinlerin salinimi ve ekspresyonu da sizofrenide degisiklik
gosterebilir. Bu norotransmitter ve norotrofinlerin islevlerindeki degisim sinaptik
etkinlikte uzun zamanlh degisimlere sebep olmaktadir (Frost ve ark. 2004). Plastisitenin

molekiiler diizeyde bozulmasi da sizofreni patofizyolojisi ile iligkili goriilmektedir.

2.4. Sizofreni Hayvan Modeli Olarak Akustik Irkilme Refleksinin On Uyaran

Aracih Inhibisyonu

Akustik irkilme refleksi beklenmedik bir durumda ortaya ¢ikan sesli uyariciya yanit
olarak yiiz ve iskelet kaslarinda hizli bir kasilma ile karakterize dogal bir savunma
tepkisidir. OUAI (Ingilizcesi, prepulse inhibisyon, PPI) irkilmenin plastisitesidir.
Modelin esas1 irkilme refleksini uyaran sesli (akustik) veya dokunsal (taktil) bir uyari
(pulse) verilmeden 6nce deney hayvanina zayif bir uyar1 verilmesine (prepulse) ve daha

sonra asil uyaritya deney hayvanmin yeterli bir irkilme refleksi ile karsilik verip
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veremediginin Ol¢lilmesine dayanir. Normal deneklerde daha zayif bir uyart ile

oncelendiginde asil uyariya verilen irkilme refleksi inhibe olur (Sekil 5).

Sekil 5: OUAI olusumu.

yaniti
=
5 —
=
un
3 Uyaran
: e
E On uyaran
Z =
S
ZAMAN

Normal bir uyaranla ilk defa karsilagildiginda irkilme yaniti sekil 5’in sag iist
kosesinde goriildiigli gibi yiiksektir. Eger denek bu uyariy1 daha zayif bir siddette alip
daha sonra normal uyar1 verilirse irkilme siddeti sag altta goriildiigii gibi daha diisiik
olur. Sizofreni hastalarinda 6n uyar ile asil uyar1 ne kadar dncelenirse oncelensin yanit
daha siddetlidir.

Sizofreni hastalarinda daha zayif bir 6n uyariy: izleyerek verilen asil uyariya karsi
olusan irkilme refleksinin siddeti zayiflamaz. Ayn1 siddettedir veya daha da siddetli bir
irkilme cevabi ortaya ¢ikabilir (Braff ve ark. 1978; Braff 2010; Swerdlow ve ark. 1994;
2014) (Sekil 6). OUAI’un bozulmas: kortikal ve limbik yapilarin katilim ile disaridan
gelen uyarilarin islenerek cevaba doniistiiriilmesi ile iligkili filtre edici (sinyal ayirici
veya sinyal siiziicii duyusal kapilama/sensorimotor gating), zihinsel islevlerdeki sorunu
yansitir (Broberg ve ark. 2010) ve sizofreninin yani sira bipolar bozukluk (Perry ve ark.
2001) ve Huntington hastaligi (Swerdlow ve ark. 1995; Braff ve ark. 2001) gibi

spektrumdaki diger hastaliklarin degerlendirilmesinde de kullanilabilir.
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Sekil 6: Sizofrenide duyusal kapilama sistemindeki bozuklugun bir modeli.
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(Light ve Braff 2003)

Irkilme refleksinin zayif bir 6n uyar1 araciligi ile inhibisyonu sizofreni hayvan
modeli ¢alismalarinda giiniimiizde kullanilan en gegerli yontemlerden biridir (Geyer ve
ark. 2001; Geyer ve Swerdlow 2005; Uzbay 2005). Disaridan gelen uyarilarin islenerek
cevaba doniistiiriilmesi ile iligkili filtre edici zihinsel fonksiyonlardaki bozuklugu
yansitir (Uzbay 2004). Sizofreni hastalarinda da oOlgiilebilen bir parametre olmasi
onemini arttirmaktadir (Braff ve ark. 1999; Perry ve ark. 1999; Witten ve ark. 2014).
Deney hayvanlarindaki 6l¢timler Sekil 7°de sematize edilen irkilme refleksi 6lglim
cihazi araciligr ile yapilir. Bu cihaz ses yalitimli bir kafesin i¢inde ivmelenme Olger
algilayicilar {izerine yerlestirilmis 6zel sican kafesleri ve genis ses araligima sahip

hoparloérlerden ve bir bilgisayardan olusur.
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Sekil 7: AKustik irkilme refleksinin én uyaran aracih inhibisyonunu (OUAI) 6l¢iim cihazi.
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(Uzbay 2009a)

Sizofreni olusumunda prefrontal korteks, talamus, striatum ve hipokampus gibi
beyin bolgelerinde basta dopamin olmak iizere ndrotransmitter degisiklikleri ve bu
bolgelerin karsilikli olarak birbirleri ile iliskili iletisimlerinde yasanan aksakliklar
onemlidir. Sekil 8’deki iki baglanti sizofreni agisindan son derece onemlidir:

1. Karsilikl hipokampus-korteks baglantisi ve
2. Striatal-pallidal-talamik-kortikal baglanti.

Antipsikotik ila¢ etkileri ile iliskili anatomik ve molekiiler ¢aligsmalarin ¢ogu en
yogun dopaminerjik projeksiyonlari aldigi ve yiiksek yogunlukta dopaminerjik
reseptorler icerdigi igin striatuma odaklanmistir. Antipsikotik ilaglarin korteks ve
hipokampus {izerine etkilerini c¢alismak daha giic olmakla beraber, antipsikotik etki
diizeneginin anlagilmas: acisindan daha ilgili bilgiler sunmaktadir. Akustik irkilme
refleksinin OUAI’da bozulma modeli ile degerlendirilen ndrobiyolojik zeminde bu

yolaklardaki etkinlik veya bu yolaklar tizerine ilaglarin etkileridir (Kayir ve ark. 2011).
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Sekil 8: Beyinde sizofreni ile iliskili dopaminerjik projeksiyonlar.

(Konradi ve Heckers 2001)

Dopaminerjik projeksiyon yapan beyin alanlari sizofreniyi kapsamaktadir.
Substansiya nigra (SN) néronlari, korteksten uyar1 alan ve kortekse globus pallidus
(GP) ve talamus (T) vasitasiyla geri projeksiyon yapan striatumdaki (S) noéronlara
GABAerjik projeksiyon yapar. Vental tegmental alan (VTA) noronlart kortekse ve
hipokampus (H) gibi limbik alanlara projeksiyon yaparlar (Konradi ve Heckers 2001)
(Sekil 8).

Sensorimotor kap1 kontrol sistemi ve beynin siizme ve realize etme becerisi biiylik
dlgiide bu sistem iizerinden yiiriidiigiinden, akustik irkime refleksinin OUAI modelinde
yapilan calismalar sizofreni ile iligkili literatiire degerli bilgiler sunma potansiyeline

sahiptir.
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2.5. Calismanin Rasyonelini Olusturan Bilimsel Veriler

2.5.1. Agmatinin NMDA Reseptor Antagonistik Ozelligi

Sizofrenide glutamat hipotezi 20 yildan fazla bir siiredir tartisiimaktadir. Bu hipotez
esas olarak ketamin ve fensiklidin gibi NMDA antagonistik 6zellige sahip ajanlarin
insanlarda ve deney hayvanlarinda sizofreni belirtileri ortaya ¢ikarmasi ile iligkili
gozlemlere dayanmaktadir. NMDA reseptorleri ve metabotropik glutamat reseptorleri
gibi glutamata 6zgiil reseptorlerin sizofreni fizyopatolojisinde 6nemli bir role sahip
olduklar1 ve farmakoterapide Onemli hedefler olabilecekleri yolunda yayinlar
yapilmistir (Lindsley ve ark. 2006; Patil ve ark. 2007; Harrison 2008). Sizofrenide
ozellikle negatif belirtilerin  glutamat hipofonksiyonu ile iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir. Nitekim, dopaminerjik etkisi belirgin olan ilaglarin negatif belirtiler
iizerine etkileri smirlidir. Ote yandan, fensiklidin ile ketamin gibi NMDA reseptor
antagonistleri insanlarda ve deney hayvanlarinda sizofreninin pozitif, negatif ve kognitif
belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Tsai ve Coyle 2002; Lindsley ve ark.
2006). NMDA antagonistleri normallerde sizofreni belirtileri olusturmakla kalmaz,
sizofreni hastalarinda hastaligin pozitif, negatif ve kognitif belirtilerini daha da
kotiilestirir (Krystal ve ark. 1994; Lahti ve ark. 1995; Malhotra ve ark. 1997; Merritt ve
ark. 2013).

Daha once de belirtildigi gibi agmatinin sican hipokampal noéronlarinda

glutamaterjik NMDA reseptorleri bloke edici (Yang ve Reis 1999) etkileri vardir.

2.5.2. Agmatin Metaboliti Poliaminlerin Sizofreni ile iliskisi

Bircok calismada, agmatinin yikim {iriinleri olan spermidin ve sperminin sizofreni
hastalarinin  beyinlerinde, BOS’da ve kanlarinda yiiksek oranlarda bulundugu
gosterilmistir (Richardson-Andrews 1983; Andrews 1985; Ramchand ve ark. 1994,
Gilad ve ark. 1995). Metabolitlerinin yiiksek miktarlarda olmasi agmatinin de bu
hastalarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilecegi fikrini kuvvetle desteklemektedir.
Nitekim yakin tarihlerde yayinlanan bir ¢alismada en az 6 ay siire ile higbir ilag
kullanmamus sizofreni hastalarinda kanda agmatin diizeylerini saglikli kontrollere gore
oldukga yiiksek bulunmustur (Uzbay ve ark. 2013). Agmatinin prekiirsorii olan
asimetrik dimetilarginin gibi asimetrik argininlerinin de sizofreni, hipertansiyon ve
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diyabet hastalarinda plazma diizeylerinin yiiksek bulunmus olmasi (Das ve ark. 1996;
Kopieczna-Grzebieniak ve Goss 2005) agmatin asir1 saliverilmesi veya yiiksek agmatin
konsantrasyonlar1 ile sizofreni arasinda iliski olabilecegi iddiamiz1 desteklemektedir.
Literatiirde asir1 artmis poliaminlerin poliamin stresine yol agtigr ve bunun sonucunda
ciddi anksiyete ve duygu durumu bozukluklar1 olusabildigi, ayrica yiiksek poliamin
diizeylerinin intihar riskini artirdigi kayithdir (Gilad ve Gilad 2003; Fiori ve Turecki
2008).

Daha once Uzbay ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismalarin sonuglar1 da
agmatinin sicanlarda akustik irkilme refleksinin OUAI’nu anlamli bir sekilde
bozduguna isaret etmistir (Uzbay ve ark. 2008; Uzbay ve ark. 2010). Bu ¢alismalarda,
OUAI'nu bozan baska bir ajan olan apomorfin ve agmatin birlikte veya ayr1 ayri
verildiklerinde etkili olduklar1 dozlarinda spontan irkilme yaniti tizerine anlamli bir etki
olusturmamistir. Agmatin OUAI’u bozucu etki yapan dozunda deney hayvanlarinin
lokomotor aktiviteleri iizerine de anlamli bir etki olusturmamistir. Bu goézlemler,
agmatinin OUAI iizerine bozucu etkilerinin onun eksitatdr veya baska non-spesifik
toksik etkileri ile iliskili olamayacagina isaret etmektedir. Nitekim, bu ¢aligmalarin
verileri agmatinin sizofreni etiopatogenezindeki ve agmatin sentaz inhibitorlerinin
tedavideki 6nemine isaret eden incelemeli patent alinmasini saglamistir (Uzbay ve ark.
2009Db).

Bu veriler agik bir sekilde bir poliamin olan agmatinin sizofreni tan1 ve tedavisi i¢in

arastirilmaya deger yeni ve dnemli bir hedef olduguna isaret etmektedir.

2.5.3. Madde Bagimhhg ile Sizofreni Arasindaki iliski Uzerinden Agmatinin

Sizofrenideki Olas1 Roliiniin Degerlendirilmesi

Agmatin diisiik dozlarinda morfin ve alkol yoksunlugu belirtilerini hafifletmekte
(Aricioglu-Kartal ve Uzbay 1997; Uzbay 2000) ve morfinin analjezik etkisini
potansiyelize etmektedir (Yesilyurt ve Uzbay 2001). Agmatinin bu etkileri NOS
inhibitor ozellikleri ile de iligkili olabilir. NOS inhibitorlerinin morfin ve alkol gibi
bagimlilik yapan maddelerden ani kesilme sonrasinda gézlenen yoksunluk sendromunu
inhibe edici etkileri iyi bilinmektedir (Uzbay ve Oglesby 2001). Agmatinin yoksunluk
belirtilerini giderici etkilerine bagimlilik yapan maddenin yerine gegme 6zelligi de katki
saglayabilir. Yani, agmatinin kétiiye kullanim potansiyeli olabilir. Viicut gelistirme

sporu yapanlar tarafindan agmatinin asir1 miktarda tiiketildigi ve kotiiye
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kullanilabilecegi izlenimi veren internet haberleri (Rodrigues ve Houser 2011), liimle
yasam arasi deneyimlerde agmatinin katkisina isaret eden internet yazilart (Thomas
2004) ve tiitiin tretiminde transgenik liretim icin agmatin kullaniliyor olmasi da bu
diisiinceyi destekler niteliktedir (Burtin ve Michael 1997). Ote yandan, sizofreni
hastalarinda alkol ve madde koétiiye kullanimi sikligir oldukga yiiksektir ve madde
kotiiye kullanimi ile sizofreni arasinda bir iliski bulunmaktadir (Batel 2000; Davidson
2005). Ayrica madde bagimlilig sizofreni ile iligkili risk faktorlerinden biridir.

Amfetamin tiirevi stimiilanlar, dogal ve sentetik kannabis tiirevleri ve fensiklidin
gibi psikedilikler bagimlilik yapmalarinin yan1 sira deney hayvanlarinda akustik irkilme
refleksinin  OUAI’'nunda bozukluklar da yaparlar. Bu tip maddeleri kotiiye
kullananlarda psikozlarin ve psikotik ataklarin ortaya c¢iktigi da iyi bilinmektedir
(Morales-Muiioz ve ark. 2014; Testa ve ark. 2013; van den Buuse ve ark. 2011; Palsson
ve ark. 2010).

2.5.4. Calismanin Rasyoneli

Yukarida ayr1 basliklar altinda ele alinan tiim bu ipuglar1 ve bilimsel veriler, sonug
olarak, agmatin ve poliamin yolagmin sizofreni basta olmak iizere akustik irkilme
refleksinin OUAI’nundaki bozulma ile karakterize psikiyatrik hastaliklarm tani ve
tedavisine yonelik yeni, Onemli ve Tlzerinde arastirma yapilmaya deger bir alan
olduguna isaret etmektedir. Calismamiz ile elde edecegimiz yeni verilerin poliamin
yolaginin buradaki roliinii netlestirmeye ve buradan hareketle yeni ve daha etkin tedavi

secenekleri sunmaya 6nemli bir katkist olacagr aciktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarn ve Etik Kosullar

Calismada deney hayvami olarak yetiskin (3-5 aylik), erkek Wistar siganlar
kullanildi. Deneklerin agirliklar1 250-350 g arasinda degismekteydi. Gruplardaki denek
sayilart 6-8 arasindaydi. Gruplardaki deneklerin dogum tarihleri arasinda en fazla 2
hafta vardi.

Yapilan tiim uygulamalarda Helsinki Bildirgesi ve Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisii’niin 1996 yilinda yayinlamis oldugu kitaptaki etik kurallara uyulmustur. Ek
olarak Giilhane Askeri Tip Akademisi, Hayvan Arastimalari Etik Kurulundan onay
alinmigtir (Tarih:12.02.2010; Karar No: 10/10 K-R).

3.2. Laboratuar

Calismalar Istanbul’da, Uskiidar Universitesi, Noropsikofarmakoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (NPFUAM) yiiriitiildii ve tamamlandi.

Deneylerin gergeklestirildigi NPFUAM Laboratuarlart 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik periyodunun saglandigi (07:00-19:00, aydinlik), sicakligin 22 + 3 °C, bagil
nemin ise %60 £ 5’te sabit tutuldugu, dis etkenlere kars1 izole ve ilgili bakanlik izni ve

akreditasyonu olan laboratuarlardir.
3.3. Kullanilan Kimyasallar ve Kullanilma Nedenleri

Calismalarda kullanilan maddeler, temin edildigi yer, ¢6ziinme durumlari ve deney
hayvanina verilis yolu Tablo 2’de verilmistir.

Agmatin daha once de belirtildigi gibi santral sinir sisteminde ¢ok yonlii bir
biyolojik amindir. Poliamin sistemi i¢inde sentezlenen bagimsiz bir néromodiilatordiir
ve etkilerini imidazolin reseptorleri, nitrerjik sistem, NMDA reseptorleri ve o2
adrenerjik reseptorler lizerinden olusturur.

L-ornitin, spermin, spermidin, D-arjinin ve L-arjinin agmatin sentez ve
metabolizma yolaginda yer alan 6nemli endojen maddelerdir ve dogal veya bozulmus
OUAI iizerine etkilerinin arastirilmasi yolagin sizofreni ile iliskisini aydinlatmak

bakimindan 6nemlidir.
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Apormorfin dopamin agonisti ve haloperidol dopamin antagonisti olarak OUAI
modeli lizerinden agmatininin olasi dopaminerjik etkilerinin degerlendirilmesi iizerine
kullanilmustir.

Klonidin ve idazoksan gibi ajanlar da agmatinin etkiledigi diger hedefler olan o>
adrenerjik reseptorler, ketamin, NMDA reseptorleri ve imidazolin reseptorleri iizerinden
olasi etkilerin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Deneklerde OUAI &lgiimleri tekli enjeksiyonlardan 30 dakika sonra yapilmustir.
Ikili kombinasyonlarda ilk ilag verildikten 30 dakika sonra ikinci enjeksiyon yapilmis
ve bunun hemen ardindan 6l¢iimlere gegilmistir. Uglii kombinasyonlarda ise ilk ilag
verildikten 15 dakika sonra ikinci ilag ve bundan 20 dakika sonra ii¢lincii ila¢ enjekte
edilmistir ve bunun hemen ardindan 6l¢timlere gecilmistir.

Lokomotor aktivite degerlendirmelerinde ilaglar enjekte edildikten 30 dakika sonra

deneklerin lokomotor aktiviteleri 30 dakika stire ile 6lgiilmiistiir.

3.4. On Uyaran Aracih Inhibisyon Olgiimleri

On uyaran aracili inhibisyon &lgiim cihazi dort adet ses yalitimli kafes, hareket
algilayict sistemler lizerine yerlestirilmis 6zel sican kafesleri ve genis ses araligina sahip
hoparldrlerden ve bir bilgisayardan olusur. Hareket algilayicilar ivmelenme 6lgerlerden
olusmaktadir. Ivme dlgerler irkilmeyi hizlanma olarak kaydeder, veri olarak maksimum
hizlanma ve egri altinda kalan alani temsil eden sayisal bir sonug verir. Ivme
Ol¢limiiniin hassasiyeti daha fazladir. Cihaz genis bir frekans aralifinda ses tretir.
Istenilen siddette, siirekli sabit bir fon giiriiltiisii iiretebilmektedir. Calismada Akustik
Irkilme Refleks Sistem (Acoustic Startle Reflex System, (SRLab San Diego Ins. CA,
USA) kullanilmistir (Sekil 9).
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Tablo 2: Calismada kullamilan kimyasallar, ¢6ziiniirliik durumlari, temin edildikleri yer, calismada

uygulanan dozlari ve verilis yollari.

Kimyasal Coziiniirlik Temin Yeri Doz Verilis Yolu

L-Arjinin HCL SF Sigma 500 mg/kg P

Haloperidol DMSO Sigma 0.125 mg/kg ip

Apomorfin Ask. A %0.1 Sigma 0.25-2 mg/kg SC

Idazoksan HCL SF Sigma 10 mg/kg P

Spermin HCL SF Sigma 15-30 mg/kg SC

Sigma: Sigma Chemical, USA; SF: izotonik serum fizyolojik; iP: intraperitonal; SC: Subkutan;
DMSO: Dimetil siilfoksid; Ask. A.: Askorbik asid.
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Sekil 9: Calismada kullanilan OUAI test sistemi.

Uyaran verilmesi ve irkilme refleksinin 6l¢lim basamaklari tamamen bilgisayar
yazilimi tarafindan kontrol edilen prosediir su sekildedir: Siganlar ii¢ giin siire ile
dokunularak (handling, elleme) enjeksiyon tutusuna ve calisan kisiye alistirilir.
Dordiincti giin 15 dakika cihazda tutularak aligtirma yapilir. Besinci giin gercek
Olctimlerin yapildig1 deney prosediiriiyle ayni sekilde sicanlardan hig ilag vermeden ve
enjeksiyon yapmadan bazal 6n uyaran (prepulse) olgiimleri alinir. Bu uyaranlara 30
birimden daha diisiik irkilme cevabi1 veren siganlar deney dis1 birakilir. Bu 6l¢iimden 24
saat sonra asil 6l¢iimler yapilir.

Uygulanacak prosediir 5 dakika alistirma ile baslar. Bu sirada higbir uyar1 verilmez.
Sesli uyarilar bes adet 120 dB siddetinde irkilme uyarisi ile baslar. Sonrasinda uyaran
bloklar1 on kere arka arkaya tekrarlanir. Bu bloklarin her birinde, gene siralamasi her
denemede gelisigiizel degisecek olan bes farkli sesli uyaran, gelisigiizel araliklarla (10-
30 sn arasinda degisen) uygulanmaktadir. Bunlar:

I. 40 milisaniye (ms) siireli 120 dB siddetinde sesli uyari,
Il. 20 ms siireli bazal +4 dB siddetinde bir 6n uyarandan 100 ms sonra 40 ms

stireli 120 dB siddetinde sesli uyart,
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[1l. 20 ms siireli bazal +8 dB siddetinde bir 6n uyarandan 100 ms sonra 40 ms

stireli 120 dB siddetinde sesli uyari,

IV. 20 ms siireli bazal +16 dB siddetinde bir 6n uyarandan 100 ms sonra 40 ms

stireli 120 dB siddetinde sesli uyari,

V. Sadece arka-alan sesi (bu uyaran siganin kafes igindeki hareketlerinden dogan

cevaplarin kontrol edilmesi igindir).

Son olarak olglimiin basinda verilen 5 adet irkilme uyarisi gene gelisigiizel
araliklarla (10-30 saniye) uygulanir ve irkilme yaniti degerlendirilir. Bu protokol
yaklasik olarak 25 dakika stirmektedir.

Denemelerin  sonunda, li¢ farkli 6n uyaran siddetinin her biri igin irkilme
siddetindeki yiizde azalma “Onuyaran siddetine bagli 6n uyaran aracili inhibisyon”
olarak adlandirilir ve her bir 6n uyaran siddeti (bazal +4, +8 ve +16 dB) i¢in su

formiille hesaplanir:

On Uyaranl Denemelerdeki irkilme Siddetinin Ortalamasi

% OUAI (PPI) =| 100 — x 100

On Uyaransiz Denemelerdeki Irkilme Siddetinin Ortalamasi

3.5. Lokomotor Aktivite Olciimleri

Lokomotor aktivite Olgiimleri her biri bagimsiz havalandirma ve aydinlatma
sistemine sahip ses yalitimli dolaplara yerlestirilmis, 40x40x40 cm Olgiilerinde, zemini
siyah, duvarlar1 seffaf pleksiglas kafeslerde yapilmistir. Her bir kafesin tavanina
yerlestirilmis birer adet CCD kamera ile si¢anlarin hareketleri 30 dk siire ile
kaydedilmis, bu goriintiiler daha sonra videolu takip cihazi (Noldus, EthoVision v3.1,
Hollanda) ile sayisallastirilmis ve gesitli degiskenler agisindan analiz edilmistir. Temel
olarak kullanilacak parametreler yiirime mesafesi, ayaga kalkma (vertikal hareket)
sayist ve vyiirime hizidir. Bunlara ek olarak sayisallagtirilan veri kullanilarak
gerektiginde merkezde ve periferde gegirilen siireler, alisma (90 sn’den daha uzun siire

1 cm’den daha az hareket etmek) stireleri ile de hesaplanabilir.
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3.6. Sonuclarin Istatistiksel Analizi

Elde edilen verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS bilgisayar istatistik programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. OUAI degerlendirmelerinde kontrol disinda 2 veya
daha fazla doz uygulanmasi durumunda tek yonli ANOVA testini izleyen post-hoc
Tukey ve Bonferoni testleri kullanilmistir. Kontrol ile tek bir uygulamanin
karsilastirilmasinda ise iki grup arasinda karsilastirma i¢in Student’in t testi
kullanilmustir.

Naiv hayvanlarda ilacglarin lokomotor aktivite lizerine etkilerinin degerlendirilmesi
icin her bir ilag grubu kontrol grubu ile Student’in t testi ile karsilastirilmistir.

Elde edilen tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmis ve p< 0.05

diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Agmatinin OUAI Uzerine Etkileri

Agmatinin 160 mg/kg dozunda OUAI bozucu etkileri iizerine ¢alisilmigtir. Daha
onceki calismalarda bu dozun altinda agmatin OUAI’u bozmadig1 icin bu dozlar
calisilmamistir.

Agmatinin 160 mg/kg dozunda her {i¢ uyaran siddetinde OUAI {izerine etkileri
Sekil 10’da goriilmektedir.

Sekil 10: Agmatin’in (160 mg/kg) OUAI iizerine etkileri (*p< 0.05 istatistikce anlamh etki,
Student’in t testi).

uygulama
50,00 [salin + salin .
.150 mgfkg agmatin +
salin
60,007 l
—
S
S
- *
<[
= 4000
Q
20,007
0,00

74 dB 78 dB 86 dB

Sekil 10’da da goriildiigii gibi, agmatin 160 mg/kg dozunda her {i¢ uyaran
siddetinde de OUAI’u bozmustur. Agmatin OUAI iizerine etkileri Student’in t testi ile

analiz edildiginde 74 dB uyaran siddetinde istatistikce anlamli diizeye ulagsmadigi
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goriilmistiir (p= 0.078, Student’in t testi). Bununla beraber, agmatinin 78 ve 86 dB’lik
uyaran siddetinde OUAI iizerine etkileri istatistikge anlamli diizeydedir (sirasiyla p=

0.015 ve p=0.045, Student’in t testi) (Sekil 10).
4.2. D-Arjininin OUAI Uzerine Etkileri

D-arginin siganlarda ip yoldan kullanilan dozun (Yildiz ve ark. 2000) 2 misli olan
200 mg/kg dozunda verilmesine ragmen her ii¢ 6n uyaran siddetinde de (74, 78 ve 86

dB) OUAI’da anlamli bir etki olusturmadi (p> 0.05, Student’in t testi) (Sekil 11).

Sekil 11: D-arjininin OUAI iizerine etkisi.

uygulama
80,00 [ Isalin + salin
' ] salin + 200 myg/kg D-
arjinin
50,00
a—
3=
S—
<L
= 10,00
‘Q
20,00
0,00

74 dB 78 dB 86 dB
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4.3. Ornitinin OUAI Uzerine Etkileri

Ornitin olusumuna aracilik eden arjinaz enziminin ekspresyonunu azaltan D-
arjininin OUAI {izerine herhangi bir anlaml1 etkisi olmamas1 iizerine tam tersi bir
strateji ile bu defa ornitinin OUATI iizerine etkileri test edildi.

Ornitin 74 dB 6n uyaran siddetinde OUAI iizerine anlamli etki olustururken
[F(2,17)= 4.64, p= 0.02, ANOVA test], 78 ve 86 dB’lik 6n uyaran siddetlerinde OUAI
tizerine herhangi bir anlamli etki olusturmad: [F(2,17)= 0.62; p= 0.55 ve F(2,17)= 0.22,
p=0.81] (Sekil 12).

On uyaran siddeti 74dB icin verilerin post-hoc analizi ornitinin 2 g/kg dozunda
OUAI’u beklenin aksine anlamli dlgiide yiikselttigini gosterdi (p= 0.027, Tukey test)
(Sekil 12).

ekil 12: L-ornitinin OUAI iizerine etkisi (* p< 0.05, Tukey test).
p y
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4.4. Agmatin Metabolizma Uriinleri Spermin ve Sperminin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Agmatin Sekil 1’de goriilen poliamin yolaginda agmatinaz enzimi iizerinden
putresin, spermin ve spermidin gibi baska poliaminlere metabolize edilir. Spermin ve
spermidinin daha Once literatiir bilgisinde de belirtildigi gibi sizofreni hastalarinin
kanlarinda, BOS’larinda ve kanlarinda yiiksek bulunmasi nedeni ile bu poliaminlerin de

OUAI iizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

4.4.1. Sperminin OUAI Uzerine Etkileri

Sperminin (15 ve 30 mg/kg) OUAI iizerine etkileri Sekil 13°de goriilmektedir.
Sekilde de goriildiigii gibi spermin 74 dB &n uyaran siddetinde OUAI iizerine anlamli
etki olustururken [F(2,19)= 4.63, p= 0.023, ANOVA test], 78 ve 86 dB’lik 6n uyaran
siddetlerinde OUAI iizerine herhangi bir anlamli etki olusturmadi [F(2,19)= 0.23; p=
0.79 ve F(2,19)=0.10, p= 0.90] (Sekil 13).

On uyaran siddeti 74dB igin verilerin post-hoc analizi sperminin 30 mg/kg dozunda
OUATI’u beklenin aksine anlamli dlgiide yiikselttigini gosterdi (p= 0.018, Tukey test)
(Sekil 13).
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Sekil 13: Sperminin QUAI iizerine etkisi (* p< 0.05, Tukey test).
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Sperminin 30 mg/kg’dan yiiksek dozlar1 ¢calismamizda toksik etkiler olusturmus ve
denekler dlmiistiir. Bu nedenle daha yiiksek dozlarmin OUAI iizerine etkilerin test

edilememistir.

4.4.2. Spermidinin OUAT Uzerine Etkileri

Spermidinin (30 ve 60 mg/kg) OUAI iizerine etkileri Sekil 14’te goriilmektedir.
Sekilde de goriildiigii gibi, spermidin 74 dB 6n uyaran siddetinde aynmi spermin gibi
OUAI iizerine anlamli etki olustururken [F(2,12)= 10.12, p= 0.003, ANOVA test], 78
ve 86 dB’lik 6n uyaran siddetlerinde OUAI {izerine herhangi bir anlamli etki
olusturmadi [F(2,12)=0.57; p= 0.58 ve F(2,12)=2.75, p=0.10] (Sekil 14).

On uyaran siddeti 74dB igin verilerin post-hoc analizi spermidinin yine 30 mg/kg
dozunda sperminde oldugu gibi OUAI’u beklenin aksine anlamli lciide yiikselttigini
gosterdi (p= 0.02, Tukey test) (Sekil 14).

31



Sekil 14: Spermidinin QUAI iizerine etkisi (* p< 0.05, Tukey test).
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Spermidinin de 30 mg/kg’dan yliksek dozlar1 denekler i¢in oldiiriicii diizeyde toksik
bulunmustur. Hatta 60 mg/kg dozda deneklerin bir kismi 6lmiistiir. Bu nedenle daha
yiiksek dozlar test edilememistir ve deneylerin bu kisminda denek sayist 4 ile sinirh

kalmistir.

4.5. Agmatinin NMDA, Alfa Adrenerjik ve Dopaminerjik Reseptorlerdeki Olasi

Etkilesmelerinin OUAI Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Sekil 3’te sematize edilen agmatinerjik sinapsta da goriildiigii gibi agmatinin
NMDA ve alfa adrenerjik reseptorlerle iliskisi vardir. Ayrica sizofreni
etiyopatogenezinde su an icin gegerli olan dopamin hipotezi iizerinden de apomorfin ile
olusturulan OUAI bozuklugu modelinde dopaminerjik sistem ile olan olasi etkilesmesi

de degerlendirilmistir.
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4.5.1. Ketamin ile NMDA Reseptorler Uzerinden Agmatinin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Ketaminin (2.5 mg/kg) ve ketamin ile agmatin (160 mg/kg) kombinasyonunun
OUAI iizerine etkileri Sekil 15°de goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi,
uygulamalar her ii¢ uyaran siddetinde OUAI iizerinde istatistiksel olarak anlaml etkiler
olusturmustur [ F degerleri 74, 78 ve 86 dB icin sirasiyla; F(2,21)= 8.031, p= 0.003;
F(2,21)=7.91, p=0.003 ve F(2,21)=4.09, p= 0.032, ANOVA test].

Sekil 15: Ketaminin OUAI iizerine etkisi ve agmatinin ketamin etkisini potansiyelize etmesi (*p<

0.05, salinden istatistik¢e farkh, Tukey test).
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Verilerin post-hoc degerlendirilmesi, 74 dB’de ketamin ile agmatin kombinasyonun
OUAI’nu kontrole gére anlamli diizeyde bozdugunu gésterdi (p= 0.002, Tukey test). Bu
uyaran siddetinde tek basma ketamin uygulamasi OUAI’da azalma yapti, ancak bu

azalma istatistikge anlamli diizeye erismedi (p= 0.12, Tukey test).
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78 dB i¢in yaptigimiz degerlendirme hem ketaminin hem de ketamin ile agmatin
kombinasyonunun QUAI’u anlaml dl¢iide bozduguna isaret etti (sirastyla, p= 0.038 ve
p=0.002, Tukey test).

86 dB i¢in yaptigimiz degerlendirmede ketamininin tek basma OUAInu
disiirdiigiinii ancak bunun istatistikce anlamli diizeye ulagsmadigimni gordiik (p= 0.16,
Tukey test). Bununla beraber, agmatin ile kombinasyon QUAI’da istatistikce anlamli

6l¢iide bozulmaya neden oldu (p= 0.028, Tukey test) (Sekil 15).

4.5.2. Klonidin Ve Idazoksan ile Alfa 2 Adrenerjik Reseptorler Uzerinden

Agmatinin Etkilerinin Degerlendirilmesi

Klonidin (1 mg/kg), idazoksan (10 mg/kg) ve idazoksan + klonidin
kombinasyonunun 74, 78 ve 86 dB’lik ii¢ farkli uyaran siddetinde OUATI iizerine etkileri
Sekil 16’de goriilmektedir.

Sekil 16: Klonidin, idazoksan ve her iki ilacin kombinasyonunun OUAI iizerine etkileri (* p< 0.05

saline gore istatistikce anlamh olarak farkli; # p< 0.05 klonidine gore istatistikce anlaml farkl).
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Sekil 16°da da goriildiigii gibi, uygulamalar her ii¢ uyaran siddetinde OUAI
tizerinde istatistikce anlamli degisiklikler olusturmustur [F degerleri 74, 78 ve 86 dB
icinsirasiyla; F(3,28)= 9.66, p< 0.0001; F(3,28)= 13.82, p< 0.0001 ve F(3,28)= 20.82,
p< 0.0001, ANOVA test].

Verilerin post-hoc degerlendirilmesi, 74 dB’de idazoksan OUAI’'nu kontrole gére
anlaml diizeyde yiikselttigini gosterdi (p= 0.009, Tukey test). Bu uyaran siddetinde tek
basina klonidin uygulamasi (p= 0.58, Tukey test) ve klonidin ile idazoksanin
kombinasyonu (p= 0.67, Tukey test) OUAI’da kontrole gdre anlamli bir degisiklik
olusturmadi.

78 dB igin yaptigimiz degerlendirme klonidinin tek basma verildiginde OUAI’u
kontrole gore anlaml 6lgiide bozduguna (p< 0.0001, Tukey test), idazoksanin OUAI
lizerine herhangi bir anlamli etki olusturmadigmma (p= 0.72, Tukey test); ancak
idazoksan ile kombine edildiginde klonidinin neden oldugu OUAI’daki bozulmanin
anlamli 6l¢tide diizeldigine (p< 0.0001, Tukey test) isaret etti.

86 dB igin yaptigimiz degerlendirme ise klonidinin tek basina verildiginde OUAI’u
kontrole goére yine anlamli 6l¢iide bozduguna (p< 0.0001, Tukey test), idazoksanin
OUAI iizerine herhangi bir anlaml etki olusturmadigma (p= 0.66, Tukey test); ancak
idazoksan ile kombine edildiginde klonidinin neden oldugu OUAI’daki bozulmanin
anlamli 6l¢iide diizeldigine (p< 0.0001, Tukey test) isaret etti (Sekil 16).

Klonidin (0.0312 mg/kg) ve klonidin ile agmatin (160 mg/kg) kombinasyonu ve bu
kombinasyonun etkileri {izerine idazoksanin 74, 78 ve 86 dB’lik ii¢ farkli uyaran

siddetinde OUAI iizerine etkileri Sekil 17°de goriilmektedir.
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Sekil 17: OUAI iizerine klonidin, klonidin + agmatin kombinasyonu ve kombinasyonun OUAi’na
etkisinin idazoksan ile geri cevrilememesi (* p< 0.05 saline gore istatistikce anlamh olarak farkl; #

p< 0.05 Kklonidine gore istatistikce anlamh farkli).
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Sekil 17°de de goriildiigii gibi, uygulamalar her ii¢ uyaran siddetinde OUAI
tizerinde istatistikce anlamli degisiklikler olusturmustur [ F degerleri 74, 78 ve 86 dB
icin sirasiyla; F(3,26)= 3.79, p= 0.022; F(3,26)= 4.83, p= 0.008 ve F(3,26)= 5.84, p=
0.003, ANOVA test].

Verilerin post-hoc degerlendirilmesi, 74 dB’de klonidinin OUAI'nu yiikselttigini
ancak bu yiikselmenin istatistikce anlamli diizeye ulasmadigimi (p= 0.25, Tukey test)
gosterdi. Bu uyaran siddetinde agmatin klonidin kombinasyonu ile kombinasyon

lizerine idazoksan 6n uygulamasi OUAI’u kontrole gore bir miktar bozdu. Ancak

OUAI’daki diisiis istatistikce anlamli diizeyde bulunmadi (agmatin + klonidin
kombinasyonu i¢in: p= 0.83, Tukey test ve kombinasyon iizerine idazoksan etkisi i¢in,
p=0.59, Tukey test).

78 dB igin yaptigimiz degerlendirme klonidinin tek basma verildiginde OUAI’u
kontrole gore anlamh 6lgiide degistirmedigine (p= 0.99, Tukey test), ancak bu etkisiz
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dozun agmatin ile kombine edildiginde OUAI’da anlamli 6l¢iide bozulma yaptigia, ya
da diger bir ifade ile agmatinin klonidinin ekilerini potnasiyelize ettigine (p= 0.032,
Tukey test) ve idazoksanin da burada gézlenen potensiyalizasyon iizerine herhangi bir
anlaml etki olusturmadigina (p= 0.99, Tukey test) isaret etti.

86 dB icin yaptigimiz degerlendirme ise yine klonidinin tek basina verildiginde
OUAI’u kontrole gére anlamli 6lgiide degistirmedigine (p= 0.77, Tukey test), ancak bu
etkisiz dozun agmatin ile kombine edildiginde OUAI’da anlamli &lgiide bozulma
yapitigina, ya da diger bir ifade ile agmatinin klonidinin ekilerini potansiyelize ettigine
(p= 0.009, Tukey test) ve idazoksanin da burada gozlenen potensiyalizasyon {izerine

herhangi bir anlaml1 etki olusturmadigina (p= 1.00, Tukey test) isaret etti (Sekil 17).

4.5.3. Apomorfin ile Agmatin Kombinasyonunun Olas1 Dopaminerjik Etkilerinin

Degerlendirilmesi
Apomorfinin (0.25 mg/kg) ve apomorfin ile agmatin (160 mg/kg) kombinasyonu ve

bu kombinasyonun etkileri iizerine haloperidoliin (0,125 mg/kg) 74, 78 ve 86 dB’lik ii¢
farkli uyaran siddetinde OUAI iizerine etkileri Sekil 18’de goriilmektedir.
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Sekil 18: Apomorfinin tek basina ve agmatin ile birlikte OUAI iizerine etkileri ve haloperidol ile

antagonizmasi (*p< 0.05 kontrole gore anlamh 6lciide farkl).
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Sekilde de goriildiigii gibi, uygulamalar her ii¢ uyaran siddetinde OUAI iizerinde
istatistikce anlamli degisiklikler olusturmustur [ F degerleri 74, 78 ve 86 dB icin
strastyla; F(3,26)=5.68, p= 0.004; F(3,26)= 9.04, p< 0.0001 ve F(3,26)= 5.04, p=0.007,
ANOVA test].

Verilerin post-hoc degerlendirilmesi, 74 dB’de apomorfinin (p= 0.019, Tukey test)
ve agmatin + apomorfin (p= 0.049, Tukey test) kombinasyonunun OUAI’nu
bozdugunu gosterdi. Bu uyaran siddetinde agmatin apomorfin kombinasyonu iizerine
haloperidol 6n uygulamasinin ise OUAI iizerine bozucu etkiyi diizelttigini gosterdi (p=
0.045, Tukey test).

Post-hoc degerlendirmeler 78 dB’de de apomorfinin (p= 0.001, Tukey test) ve
agmatin + apomorfin (p= 0.005, Tukey test) kombinasyonunun OUAI’nu bozdugunu
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gosterdi. Bu uyaran siddetinde agmatin apomorfin kombinasyonu {izerine haloperidol
on uygulamasinin OUATI’u diizelttigini gosterdi (p= 0.034, Tukey test).

86 dB’de de yine apomorfin (p= 0.021, Tukey test) ve agmatin + apomorfin (p=
0.028, Tukey test) kombinasyonu OUAI’nu bozdu. Bu uyaran siddetinde agmatin
apomorfin kombinasyonu iizerine haloperidol 6n uygulamasi OUAI’daki bozulmay1
geri ¢evirdi, ancak deger istatistikge anlamli diizeyde degildi (p= 0.132, Tukey test)
(Sekil 18).

4.6. Caliymada Kullanilan Baz1 Antagonistlerin ve Agmatinin Lokomotor Aktivite

Uzerine Etkisi

Calismada kullanilan dopamin D> reseptor antagonisti haloperidol, o adrenerjik
reseptor antagonisti idazoksan, NMDA reseptor antagonisti ketamin ve agmatinin naiv
sicanlarin lokomotor aktiviteleri lizerine etkisi Sekil 19°da goriilmektedir.

Sekilde de goriildiigii gibi dopamin antagonisti haloperidol, alfa reseptor
antagonisti idazoksan ve agmatin calismada kullanilan dozlarinda naiv hayvanlarin
lokomotor aktivitelerinde anlamli bir etki olusturmadi (sirasiyla p= 0.22, p= 0.06 ve p=
0.71, Student’in t testi). Ketamin ise kullanilan dozunda deney hayvanlarinin lokomotor
aktivitesini kontrole gore anlamli dl¢lide azaltt1 (p= 0.005, Student’in t testi). Ketaminin
daha diislik dozlar1 da sinirhi sayida deney hayvanlarinda lokomotor aktiviteyi azaltti.
Etik iznin getirdigi deney hayvani kisitlamasi ve daha fazla denek harcamamak adina bu

dozlar denek sayilar1 artirilarak degerlendirmeye alinmamustir.

39



Sekil 19: Cahsmada kullamlan haloperidol ve idazoksan gibi antagonistlerin ve agmatinin naiv

hayvanlarda lokomotor aktivite iizerine etkisi (*p< 0.05 kontrol grubundan anlamh o6l¢iide farkl).

1,500,001

|
o
+
o+
o
5
o
4]

-

+
+
Gt
+
+
+

te (30 dk)

1.000,00

'I-:'I-
+ 4
+
+
e

Ca
L)
"
+
L)
+

ot

*
5
3

+'I-
L)
+'I-
o
-
+

Vi
7
R
+:+
L)
+*
+
s

+

+

+
+
+
+

+
-
+

+
+
+

L)

+

-
+
+
+

+
"
L)

TRy
+
&

+

%

+
+

A,

+

+
ot

+
+ 4
£ onC
+ 4+
£ )
+'I-I-'I-I-

500,00

+

+-I-++++
- +++
+

+
"
L)

TR
*
*
+
ok
att

+
+
&
+

L)
+
G
+
"
L)

&
+
+
+
&
+
+
+
+
&
+'I-
+

Lokomotor Akt

+
+
+
+
-
+
s

Ca
L)
"
L)
+
L)
+

L)
+
.
+
v
L
o

&
+
&
+ +'I-
+

-
+'I-
-

+
+
+

L)
+
G
+
"
L)
s

&
+
&
+
&
+
+
+
+
+'I-
= =
-

+

0,00 T T T —
salin +salin - 0,125 mafkg 160 mgfkg galin + 10 salin +2 5
haloperidal + agmatin + salin mglkg mgfkg ketamin
salin idazoksan

Uygulama

40



5. TARTISMA

5.1. Agmatinin OUAI Uzerine Etkileri

Oncelikle yaptigimiz calismada daha 6nce Uzbay ve arkadaslarinin ip uyguladig
160 mg/kg dozunda agmatinin OUAI {izerine bozucu etkileri tekrarlanabilmistir (Uzbay
ve ark. 2010) (Sekil 10). Calismadan elde edilen sonuglar L-arjininden agmatin ve
poliaminlerin sentezlendigi yolaklarda OUAI ile degerlendirilen sensorimotor kapi
kontrol sistemi ve psikozlarla, ADC — agmatinaz (Sekil 1) yolunun iligkili oldugunu
gostermektedir.

Palsson ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligma agmatinin 2,5, 10 ve 40 mg/kg
dozlarinda tek basma OUAI iizerine hicbir etkisi olmazken, fensiklidinin OUAI’nu
bozan dozu (5 mg/kg) 20 mg/kg agmatinle kombine edildiginde agmatinin fensiklidin
izerine anlamh bir iyilestirici etkisi oldugu ve bundan daha yiiksek doz agmatinin (40
mg/kg) fensiklidin (5 mg/kg) ile indiiklenen OUAI’da ki bozulmay: bloke etmedigini
gostermektedir (Palsson ve ark. 2008). Bu c¢alisma bizim verilerimizle ¢eligir
goriinmektedir ancak bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkli hayvan tiirii ve farkl bir
yontem kullanilmigtir. Ayrica Uzbay ve arkadaglariin 2010°da yaptiklar1 ¢alismada 10-
40 mg/kg gibi agmatinin diisiik dozlar1t OUAI iizerine etkisiz bulunmus, agmatinin 160
mg/kg olan yiiksek dozundan OUAI'nu bozucu etkileri goriilmiistiir. Bu verilerin yani
sira hem erkek hem de kadin sizofreni hastalarinin plazma agmatin seviyelerinin saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli 6lglide arttigi gézlenmistir (Uzbay ve ark. 2013).
Ayrica L-arginin baslangigli poliamin sentez ve metabolizma yolaginda son iirlinlerden
olan spermin ve spermidinin sizofreni hastalarinda BOS’da, kanda ve ayrica post
mortem incelemelerde beyinde yiiksek miktarlarda bulunduguna dikkat ¢eken birgok
makale yaymlanmistir (Richardson-Andrews 1983; Andrews 1985; Ramchand ve ark.
1994; Gilad ve ark. 1995; Das ve ark. 1996; Kopieczna-Grzebieniak ve Goss 2005;
Fiori ve Turecki 2008). Spermin ve spermidin, L-arginin baslangi¢li poliamin sentez ve
metabolizma yolaginda ya ornitinin ornitin dekarboksilaz ile ya da agmatinin agmatinaz
ile metabolize edilmesi sonucu putresin ile birlikte olusur (Sekil 1).

Sizofreni hastalarinda plazma agmatin diizeylerinin saglikli kontrollere gore
anlamli 6lgiide yiiksek bulunmasi (Uzbay ve ark. 2013) agmatinin sizofreni

patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak Uzbay ve
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arkadaslar1 agmatinin 160 mg/kg dozundan sensorimotor sinyal ayirt etmeyi bozucu ve
psikoza neden olan etkileri oldugunu gostermislerdir (Uzbay ve ark. 2010).

Biz de bu ¢alismada agmatinin 160 mg/kg dozunu ip olarak uyguladigimizda 78 ve
86 dB ses siddetlerinde OUAI iizerine bozucu etkisi oldugunu tekrarlayabildik (Sekil
10). Bu da agmatinin sensorimotor kapi kontrol sistemi ile karakterize hastaliklar i¢in
kritik bir eleman oldugu fikrini desteklemektedir. 74 dB’lik diisiikk uyaran siddetinde
yine ayni bozucu etkiyi gordiik fakat bu istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi.
Bunun sebebi caligmalarin farkli laboratuarlarda yapilmis olmasi ve farkli cihazlarin

kullanilmis olmasi olabilir.

5.2. D-Arjinin ve L-Ornitinin OUAI Uzerine Etkileri

Calismamizda D-arjinin ve L-ornitin kullanilmistir. D-arjinin, sekil 1’de goriilen
poliamin yolaginda L-arjininden ornitine doniisiimii saglayan arjinaz enziminin
ekspresyonunu azaltmaktadir ve poliamin yolaginda arjininden ornitine doniisiim
kisminin sensorimotor kapi kontrol sistemi ile iliskisini gosterebilmek i¢in D-arjinin ve
L-ornitin ile 6n uyaran aracili inhibisyon 6l¢iimleri yapilmistir. D-arjinin 200 mg/kg
dozunda uygulanmistir ve bu doz daha 6nce siganda yapilmis bir davranis ¢aligmasinda
(Yildiz ve ark. 2000) kullanilan dozun 2 katidir, L-ornitin ise 1000 ve 2000 mg/kg
dozlarinda uygulanmigtir. Daha yiiksek dozlar1 denenmemistir ¢iinkii Biczo’nun yaptigi
bir ¢alismada 3000 mg/kg L-orjininin siganlarda pankreatitit olusturdugu bilinmektedir
(Biczo ve ark. 2010).

Ancak her iki molekiiliinde 6n uyaran aracili inhibisyon {izerine istatistiksel olarak
anlamli bozucu etkisi gozlenememistir (Sekil 11;12). Aksine L-ornitinin 2000 mg/kg
dozunun 74 dB’lik 6n uyaran siddetinde 6n uyaran aracili inhibisyon iizerine iyilestirici
bir etkisi goriilmektedir. Kawabata ve arkadaglari bir calismada siganda 300-1000
mg/kg L-ornitin enjektabl uygulamislardir (Kawabata ve ark. 1996), bizim
calismamizda bu dozun iki kat1 uygulanip bozucu bir etki goriilemedigi ve daha yiiksek
dozlarinda toksik olabilecegi diisiiniildiigii i¢in uygulanmamistir. Bu sonuglar poliamin
sentez mekanizmasinda arjinaz yolagmin OUAI iizerinden sensorimotor kapi kontrol
sistemi ile iliski olamayacagini gostermektedir. Sizofreni hastalarinin kanlarinda,
beyinlerinde ve beyin omurilik sivilarinda bulunan spermin ve spermidinin ornitin
metabolizmas: ile degil daha ¢ok agmatin metabolizmas: ile iliskili olabilecegini

gostermektedir. Yukarida tartisildign gibi agmatin 160 mg/kg dozunda OUAI’nu
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bozmaktadir ve bu veriler sekil 1’de verilen poliamin sentez yolaginda sol tarafinin
OUAI ve sensorimotor kapi sistemi ile iliskili olamayacagma isaret etmektedir.
Agmatinin 6zellikle yiiksek dozlarinda OUAI iizerine bozucu etkiler gdstermesi ise
sizofreni hastalarinda gézlenen spermin ve spermidin diizeylerinde ki artisin poliamin
yolagindaki ornitinden ziyade agmatin sentez metabolizmasi ile iligkili oldugunu

distindiirmektedir.

5.3. Agmatin Metabolizma Uriinleri Spermin ve Spermidinin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Yaptigimiz calismada spermin ve spermidinin de OUAI iizerine etkileri
incelenmistir. Spermin i¢in 15 ve 30 mg/kg, spermidin i¢in de 30 ve 60 mg/kg olmak
iizere ikiser dozun OUAI iizerine etkileri incelenmistir. Ancak her iki molekiiliinde
higbir dozunda OUAI iizerine anlamli bozucu bir etkisi gdzlenememistir. EK olarak
calismamizda her iki molekiil i¢in de verilen yiiksek dozlarda hayvanlarda ciddi toksik
etkiler olustu. Hatta 30 mg/kg spermin uygulanan birka¢ sicani ve 60 mg/kg spermidin
uygulanan sicanlarimizin yarisini kaybettik. Bundan dolayr daha yiliksek dozlar
denenememistir.

Diger bir taraftan 74 dB’lik 6n uyaran siddetinde her iki ila¢ icin OUAI’da anlamli
Olciide artis gozlemlendi. Buna benzer bir artis L-ornitinin yiiksek dozu olan 2000
mg/kg i¢in de goriilmiistiir. Bu deneklerin 6n uyarandan sonraki siddetli sesli uyariya
anlamli dl¢iide daha az irkilme yanit1 gosterdikleri anlamina gelmektedir. Bunun sebebi
spermin, spermidin ve L-ornitinin sistemik dolasima verildikten sonraki toksik
etkilerinden kaynakli olabilir. Bundan dolayr bu ilaglarin sistemik dolasim yerine
intraserebro ventrikiiler (icv) olarak verilmesi diisliniilmekle birlikte deneyin
yiiriitiildiigi laboratuvarda icv enjeksiyon yapabilmemiz icin gerekli stereotaksik
cerceve bulunmamaktadir. Eger bu ajanlar icv yoldan enjekte edilerek OUAI 6l¢iimleri

yapilabilirse sensorimotor kap1 kontrol sistemi ile iligkileri i¢in daha saglikli veriler elde
edilebilir.
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5.4. Agmatinin NMDA, Alfa Adrenerjik ve Dopaminerjik Reseptorlerdeki Olas1

Etkilesmelerinin OUAI Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Ketamin bir NMDA reseptor antagonistidir (Abel ve ark. 2003; Heckers ve Konradi
2014). Ketaminin subanestezik dozlarinda (5-12,5 mg/kg) sistemik dolasima
verildiginde OUAI iizerine bozucu etkileri oldugu literatiirde belirtilmektedir (Sandner
ve ark. 2002; Boctor ve Ferguson 2009; Silva ve ark. 2005). Biz bu belirtilen dozlarin
yaklasik yaris1 olan 2,5 mg/kg dozu ip uyguladik. Buna ragmen sadece 78 dB’lik 6n
uyaran siddetinde ketaminin OUAI iizerine bozucu etkilerini goérdiik fakat diger on
uyaranlar icin istatistiksel olarak anlamli bir etki gormedik. 2,5 mg/kg ketamini 160
mg/kg agamatin ile kombine ederek OUAI 6l¢tiigiimiizde 6zellikle 74 dB’lik &n uyaran
siddetinde agmatinin tek bagma verildigi duruma gére OUAI iizerine ciddi bozucu
etkileri oldugu gériilmektedir. Amacimiz ketaminin OUAI iizerine etkisiz dozunda
agmatin ile kombine edildiginde nasil bir etkisi olacagini test etmekti. Bu da agmatinin
NMDA reseptérleriyle iliskisini aciklamaktadir. Ketaminin tek basina OUAI iizerine
anlamli bir etkisi olmayan dozu ozellikle 74 dB siddetinde agmatinin etkilerini
potansiyalizi etmistir ve bu agmatinin NMDA reseptor antagonistik o6zellikleriyle
iligskilendirilebilir (Sekil 15). 160 mg/kg agmatinin lokomotor aktivite lizerine anlamli
bir etkisi olmasa da 2,5 mg/kg ketamin lokomotor aktiviteyi anlamli Olgiide
distirmiustiir (sekil 19). Ancak ketamin bu ¢ok diisiik dozunda bile sedatif olmasina
ragmen irkilmeyi daha da siddetlendirmistir, bu yiizden buradaki sedasyonun OUAI’nu
etkilemedigi distiniilmektedir.

Agmatinin post-sinaptik bolgede hedeflerinden biri o> adrenerjik reseptorlerdir
(Uzbay 2012) (Sekil 3). Klonidin o2 reseptor agonisti ve idazoksan a2 reseptor
antagonistidir (Llado ve ark. 1996; Shouse ve ark. 2007; Rasmussen ve ark. 2014). Biz
caligmamizda agmatinin o reseptorler lizerinden etkisini test etmek i¢in klonidin ve
idazoksam kullandik. Bu reseptdrlerin OUAI ile ilskisini arastiran literatiir bilgisi
oldukc¢a sinirlidir.  Klonidinin davranigsal ¢alismalarda si¢canlarda kullanilan dozu olan
1 mg/kg’lik dozunu kullandik (Baron ve ark. 1998; Pericic ve ark. 2001). 1 mg/kg
klonidin 78 ve 86 dB’de OUAI’nu anlamli &lgiide bozdu ve bu bozulmay: o reseptdr
antagonisti olan idazoksan anlamli Glgiide geri ¢evirdi. Ayrica klonidinin bozucu
etkisini geri ¢eviren 10 mg/kg dozda idazoksanin tek basina OUAI’na 78 ve 86 dB
siddetlerinde anlamli bir etkisi yoktur (Sekil 16), ilag 74 dB siddetinde de irkilmeyi

azaltmistir ve lokomotor aktivite lizerinde anlamli bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 19).
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Bu sonuglar a2 reseptorlerinin sensorimotor kapi kontrol sistemi ile iligkili olabilecegine
isaret etmektedir.

Diger bir taraftan klonidinin OUAI {izerine anlaml1 bir etki olusturmayan ¢ok diisiik
dozu (0,0312 mg/kg) 160 mg/kg agmatin ile kombine edildiginde yine 78 ve 86 dB
siddetlerinde anlaml1 bir bozucu etkiye sahiptir. Ancak bu kombinasyona idazoksan da
eklendiginde klonidinin tek basina uygulandigt durumun tersine iyilestirici etkisi
olmamustir (Sekil 17). Yani klonidinin yanina agmatinde eklendiginde idazoksan etkisiz
kalmistir. Agmatin NMDA reseptorler antagonizmasi yaparak OUAInu bozdugu icin
idazoksanin bunu geri ¢eviremedigi diisiiniilmektedir, bu da agmatinin o> adrenerjik
reseptorlerden ziyade NMDA reseptorler antagonizmasi yaparak OUAI’na etkileri
olduguna isaret etmektedir.

Calismamizin son bolimiinde 0,25 mg/kg apomorfin ve 160 mg/kg agmatin
kombinasyonunu ve bu kombinasyon iizerine haloperidoliin, lokomotor aktivite igin
kontrolden anlamli olarak farkli olmayan dozunun (0,125 mg/kg) (Sekil 19) OUAI’na
etkileri test edildi. Apomorfin bir dopamin D2 reseptdr agonistidir ve OUAI'nu bozucu
etkilerinin oldugu bir¢cok kez literatiire sunulmustur (Breier ve ark. 2010; Jones ve
Shannon 2000; Uzbay ve ark. 2010; Weber ve Swerdlow 2008). Haloperidol ise
dopamin D2 reseptor antagonistidir ve apomorfinin OUAI'nu bozan etkilerini geri
cevirdigi bilinmektedir (Satake ve ark. 2012). Biz de calismamizda apomorfinin
OUAI'nu bozdugu gozlemledik, agmatin ile kombine edildiginde ise irkilme yanitinda
ki artis1 apomorfin potansiyelize etmedi. Bu kombinasyonda OUAI’ndaki bozulma
haloperidol ile de iyilestirildi (Sekil 18). Klinik olarak etkili antipsikotik ilaglar
dopamin D2 reseptorlerini bloke edebilmektedir ve amfetamin gibi dopamin salici
ajanlar paranoid psikozlar {iretebilmektedir, bu da sizofreninin dopaminerjik
hiperaktivitenin sebebi oldugunu diislindiirmektedir. Bu teori sizofreninin dopamin
hipotezi olarak bilinir ve en 1yi sizofreninin pozitif semptomlari ile agiklanabilir. Diger
bir taraftan negatif semptomlar icin de, 6zellikle prefrontal kortekste dopaminerjik
fonksiyonun kaybi akla getirilmektedir (de Jong ve van den Buuse 2006). Bizim
calismamizda da dopaminerjik reseptorlerin sensorimotor kapir kontrol sistemi
tizerinden sizofreni ile iliskisi aciktir. Fakat mevcut verilerle agmatinin dopaminerjik
reseptorler lizerinden bir etkiye sahip oldugunu sdyleyemeyiz, bunun i¢in daha ayrintili
caligmalar yapilmas1 gerekmektedir.

Elde edilen veriler agmatin ve poliamin sentez yolaginn, OUAI yéntemi ile

sizofreni ile iliskilerini gdstermektedir. Fakat OUAI’nun sadece sizofreni hastaliginda
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bozulmadigint belirtmek gerekmektedir (Kohl ve ark. 2013). Tourette sendromu
(Zebardast ve ark. 2013; Castellanos ve ark. 1996), obsesif kompulsif bozukluk (OKB)
(Hoenig ve ark. 2005), Huntington hastalifi (Swerdlow ve ark. 1995) ve panik
bozuklukta (Ghisolfi ve ark. 2006) da OUAI bozukluklar1 gériilmektedir. Bu yiizden

bizim verilerimiz sizofreniye 6zgiil olmayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak oncelikle bir poliamin olan agmatinin 160 mg/kg olan yiliksek
dozunda OUAI'nu bozarak sensorimotor kapi kontrol sistemi iizerinden sizofreni
patofizyolojisinde rolii oldugu ve bu etkinin daha ¢ok NMDA reseptor antagonistik
ozellikleri ile iliskili oldugu sdylenebilir.

Ikinci olarak D-arjinin ve L-ornitinin OUAI iizerine istatistiksel olarak anlaml1 bir
etkisinin olmamasi, sizofreni hastaliginda poliamin hipotezinin, L-arjininden arjinaz —
ornitin yolundan ziyade ADC — agmatin yolagi ile iliskili olduguna isaret etmektedir.

L-arjinin yolagmin son iriinleri olan spermin ve spermidin sistemik yoldan
verildiklerinde sicanlarda toksik etkiler olusturmaktadir.

Agmatin NMDA reseptér antagonisti olan ketaminin OUAI iizerine etkilerini
potansiyelize etmistir.

o2 adrenerjik reseptorlerin QUAI iizerine etkileri vardir ve sensorimotor kapi
kontrol sistemi ile iliskilidirler. Ayrica agmatin de bu reseptorler ile etkilesmektedir.
Ama bizim verilerimiz agmatinin OUAI {izerine etkilerinin a adrenerjik reseptorlerden
ziyade NMDA reseptorleri iizerinden gergeklestigine isaret etmektedir.

Dopaminerjik reseptorlerle ilgili bulgularimiza gore agmatinin dopaminerjik
reseptorler ile iliskisi i¢in bir sey sOylemek giigtiir.

Son olarak calismamiz agmatinin sizofreni patofizyolojisinde 6nemli bir rolii
olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Calismamizin 1ilerletilebilmesi ve daha saglikli veriler elde edebilmek igin
yapilabilecekler ilk olarak spermin, spermidin ve ornitin sistemik dolagima verildiginde
toksik olduklari igin icv verilerek OUAI iizerine etkileri incelenebilir. Agmatinin OUAI
tizerine etkilerinin sizofreni hastaligina 6zgiil oldugunu sdyleyebilmek i¢cin Huntington
hastaligi, Tourette sendromu, panik bozukluk ve OKB gibi hastalarin kanlarinda
agmatin diizeylerine bakilabilir. Calismalar sonunda agmatin ve/veya poliaminler

sizofreni tan1 ve tedavisinde belirleyici olabilirler.
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