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OZET

LITYUMUN BEYIN DOKUSUNDA MITOKONDRI KOMPLEKS 1, 2, 3 VE
ATP-SENTAZ UZERINE ETKISI

Amag: Bipolar hastaligin patofizyolojisinde mitokondriyal disfonksiyon varligi 6ne
stiriilmekte. BD i¢in gilinlimiizdeki tedaviler arasinda lityumu da igeren birgok atipik
antipsikotikler ve antikonviilzan bulunmaktadir. Lityum, beyin hiicrelerinde
mitokondriyal elektron transport zincirine etki ederek terapétik ozelliklere sahip
olabilir. Bu durum lityumun beyinde elektron transport zinciri tizerinden etki gostererek
tedavi edici 6zellige sahip olabilecegini diisindiirmektedir. Bu ¢alismada, lityumun
beyin sag frontal korteks dokusunda mitokondria kompleksi 1, 2, 3 ve ATP-sentaz
tizerindeki etkisini arastirmay1 amagladik.
Materyal ve Metod: Bu ¢alismada, 30 eriskin albino wistar sican kullanildi. Deneysel
calismada ratlar iki gruba ayrildi. Grup 1 (n=20, kontrol grubu, 1 ml salin soliisyonu
intraperitoneal olarak uygulandi). Grup 2 (n=20, lityum grubu, 0,5 ml 100 mg/kg lityum
verilen). 30 giin boyunca salin soliisyonu ve lityum intraperitoneal olarak uygulandi.
Deney sonunda ratlar dekapate edildi ve beyin sag prefrontal korteksleri SET buffer
(250 Mm sukroz, 2 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), 10 Mm tris-baz pH 7.4)
icine alindi. Devaminda homojenizasyon islemi yapildi ve homojenatlar biyokimyasal
analizler i¢in alindi. Ticari olarak saglananan kitler kullanilarak mitokondri kompleks 1,
2, 3 ve ATP-sentaz aktivitesi ve ayn tiiplerden Lowry metodu kullanilarak protein
miktar1 6l¢lildii. Sonuglar (AA/dk)/(gprotein/dl) olarak sunuldu.
Bulgular: Yapilan ¢alisma sonucunda kontrol ve lityum gruplar1 arasinda kompleks 1,
2 ve ATP-sentaz aktiviteleri bakimindan degisiklik goriilmedi. Ancak kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, lityum grubunun kompleks 3 aktivitesinin daha yiiksek oldugu
bulunmustur.
Sonu¢: Sonuglar lityum tedavisinin, elektron tasima zincirindeki kompleks 3'iin
aktivitesini arttirdigini gostermektedir. Ancak, bu konunun aydinlanmasi i¢in daha
ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi de bir gergektir.

Anahtar Kelimeler: Bipolar bozukluk; lityum; mitokondri; prefrontal korteks

Arzu KARAUSTAOGLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak—2017



ABSTRACT

THE EFFECT of LITHIUM on MITOCHONDRIA COMPLEX 1, 2, 3 and ATP-
SYNTASE in BRAIN TISSUE

Aim: Mitochondrial disfunction has been suggested in the pathophysiology of bipolar
disorder. Current treatments for BD include lithium, several anticonvulsants and
atypical antipsychotics. Lithium may have therapeutic properties by acting through
mitochondria electron transport chain in the brain cells. For this, present study was
aimed to investigate the effect of lithium on mitochondria complex 1, 2, 3 ve ATP-
synthase in the brain right frontal cortex tissue.

Material and method: In the present study, we used 30 adult albino wistar rats. For
experimental study, rats were divided into 2 groups. Group 1 (n=10, control group, 1 ml
saline solution was applied through intraperitoneally). Group 2 (n=20, lithium group,
0,5 ml 100 mg/kg lithium was given to rats). Saline solution and lithium for 30 days
were applied intraperitoneally at 08-10 pm every day. At the end of the experiment, the
rats were decapitated and right prefrontal cortex of brain were taken into SET buffer
(250 mM sucrose, 2 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 10 mM tris-base pH
7.4). Then, homogenization was done and homogenates were taken for biochemical
analyzes. Mitochondria complex 1, 2, 3 and ATP-synthase were measured by using
commercially available kits and protein amount was measured by usig lowry method
from the same tubes. Results were expressed as (AA/dk)/(gprotein/dl).

Results: There was no change in complex 1, 2 and ATP-synthase between the control
and lithium groups. However, complex 3 activity was measured higher in lithium group
compared to control.

Conclusion: The results show that lithium treatment is increasing the activity of
complex 3 in the electron transport chain. However, it is also a fact that more detailed
studies must be done for the enlightenment of this subject.

Keywords: Bipolar disorder; lithium; mitochondria; prefrontal cortex

Arzu KARAUSTAOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2017



SIMGELER VE KISALTMALAR

5HT1A : 5-Hidroksitriptamin 1A
ADP : Adenozin difosfat

AKT-1 : serin/treonin protein kinaz
ATP : Adenozin trifosfat

C1l : Kompleks 1

C2 : Kompleks 2

C3 : Kompleks 3

C5 : ATP-sentaz

Ca*? : Kalsiyum iyonu

CAMP : Siklik adenozin monofosfat
CGCs : Serebellar graniil hiicre
cGMP : Siklik guanozin monofosfat
CNS : Merkezi sinir sistemi

CO2 : Karbondioksit

CREB : cAMP yanit elementi baglayici proteini
Cu*? *Bakir iyonu

DCPIP : Diklorofenolindofenol

DNA : Deoksiribo niikleik asit
EC50 : [lacin maksimum etkisinin yarisin1 olusturan konsantrasyon
ERK : Mitojen aktive protein kinaz
ETC : Elektron transport sistemi
FAD : Flavin adenin diniikleotit
FADH:2 : Flavin adenin diniikleotit+2H
FDA : Food and Drug Administration
Fe-S : Femir-Siilfiir

FMN : Flavin mononiikleotit

GSK3 : Glikojen Sentaz Kinaz 3

H20 : Su molekiilii

1-2 : Inhibitér-1

IL-1b : Interlokin-1B

IL-6 : Interlokin-6

IMP : Inozitol Monofosfat



K+
KCN

: Potasyum iyonu

: Potasyum siyaniir

LiAI(Si20s) : Lityum aliiminyum silikat (spodiimen)

LiCl
LiCOs
MDD
MEK
MPP*
MtDNA
Na/K
NADH-Q
NDUFS7
NF-kB
NLPR3
NMDA
02

O2
PI3K
PP-1
PP2A
QH:2
RNA
ROS
RSK
SCz
SSS
TCA
TNF-a
TrkB
AA

: Lityum kloriir

. Lityum karboksit

: Major depresif bozukluk

: Mitojen aktive protein kinaz kinaz
: 1-metil-4-fenilpiridinyum

: Mitokondriyal DNA

: Sodyum/Potasyum

: Nikotinamid adenin diniikleotit -koenzim Q
: NADH dehidrogenaz [ubikinon] demir-siilfiir protein 7
: Niikleer faktor-kappa B

: Nod benzeri reseptor protein 3

: N-metil-D-aspartat

: Siiperoksit radikali

: Oksijen molekiilii

: Fosfoinozitol-3-Kinaz

: Protein fosfataz-1

: Protein fosfataz 2A

: Ubikinol

: Riboniikleik asit

: Reaktif oksijen triinleri

: Ribozomal S6 kinaz

: Sizofreni

: Santral sinir sistemi

: Siklik asit siklusu

. Timor nekrozis faktor alfa

: Tropomiyosin reseptor kinaz B

: Delta absorbans (absorbasdaki degisim)
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1. GIRIS

Lityum elementi August Arfvedson tarafindan kesfedilmistir (Kamienski ve
ark., 2004). Lityum periyodik cetvelde 1A grubunda yer alir ve molekiil agirligi en
diisiik element olma &zelligine sahiptir (Schou ve ark., 1954). Lityumun psikiyatride
kullanimi1 dikkat ¢cekmektedir. Bununla ilgili ilk ¢calismalar Cade tarafindan yapilmis ve
devaminda bir¢ok arastirmacinin ¢alismalar1 sonucunda lityum bipolar bozukluk (BD)
basta olmak flizere psikiyatrik hastaliklarda genis kullanim alani bulmustur (Cade,
1949).

Giliniimlizde hala lityumun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir
(Berridge ve ark., 1989). Yine de yapilan g¢aligmalar sonucu lityum ile ilgili bir¢ok
mekanizma tanimlanmaktadir (Jope, 1999 ). Bunlardan birkagi1 fosfoinozitol-3-kinaz
aktivasyonu (P13K) (Lochhead ve ark., 2001; Tong ve ark., 2002), serin/treonin protein
kinaz B (Akt-1) aktivasyonu (Chalecka-Franaszek ve Chuang, 1999), inositol
monofosfataz (IMP) (Williams ve ark., 2002), glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3) (Young,
2009), mitojen aktive protein kinaz kinaz/mitojen aktive protein kinaz (MEK/ERK)
yolagidir (Pardo ve ark., 2003).

Lityum ile mitokondri arasinda iliski oldugunu diisiindiiren bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Hiicre i¢in gerekli olan enerji yiiksek oranda mitokondri i¢ zarma
yerlesik olan elektron transport zinciri (ETC) ile iretilmektedir ve hiicrelerdeki en
biiyiikk reaktif oksijen tilirleri (ROS) kaynagi mitokondriyal elektron transport
zincirinden sizintidir  (Fridovich, 1978). Olusan ROS iretiminin artmasi veya
antioksidan sistemin zayifligi sonucunda oksidatif stres olusmaktadir (Serafini ve Del
Rio, 2004). Birgok hastalik gibi bipolar bozuklugun patofizyolojisinde de oksidatif
stresin yer aldig1 diistiniilmektedir (Andreazza ve ark., 2010). Bipolar bozukluga sahip
hastalarda lityum ile tedavide olumlu sonuglar alindigi gosterilmistir (Saygili ve
Bayraktar, 1988). BD ve mitokondri arasinda belirtilen iligki, lityumun etki
mekanizmasinin beyinde elektron transport zinciri iizerine etki ederek tedavi edici
etkisini gosterebilecegini disiindlirmektedir. Bu sebeple c¢alismada lityumun sag
prefrontal kortekste komleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz lizerine etkisininin arastirilmasi

amaglandi.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Lityum

2.1.1. Lityumun Tarihgesi

Lityum elementi 1817 yilinda August Arfvedson tarafindan kesfedilmistir.
August Arfvedson, Isve¢’in Utd adasindan getirilen petalit cevherinin analizi iizerine
yaptig1 calismalarda mineralin énemli bir kismini tanimlayamadigini fark etmis ve bu
bilesigin farkli bir kimyasal Ozellige sahip oldugunu goérmiistiir. Lityum, adin
Yunanca'da tas anlamina gelen “lithos” kelimesinden almaktadir. Bu ismin verilme
sebebi ise lityumun bir mineral kaynaginda kesfedilmes olmasidir (Kamienski ve ark.,
2004).

1855 yilina kadar lityumun metal olarak sentezi gergeklestirilememistir. Daha
sonrasinda Robert Bunsen ve Augustus Matthienson lityum kloriiriin (LiCl) elektrolizi
sonucu lityum metalini elde edebilmislerdir. Lityumun yiiksek miktarlarda tiretimi ise
ancak 1900’li yillarda Giiney Dakota'daki Etta ocagindan spodiimen (LiAl(Si20s))
mineralinin ¢ikarilmasi ile baglamistir. 1960’11 yillardan sonra ise lityum seramik, cam,
metallirji, eczacilik, yag ve pil sektoriinde yaygin kullanim alani bulunmustur
(Fishwick, 1974).

Lityum, saglik alaninda ilk kez 1800’li yillarin ortalarinda A. Lipowitz ve
Alexander Ure tarafindan kullanilmistir. Lityum ¢6zeltilerinin tirik asit kristallerini
¢ozme yetenegi kesfedilmis ve boylece lityumun mesanenin iirik asit taglarinin tedavisi
ve gut hastalarinda {irik asit ¢okelti tedavisi igin kullanimi baglamistir (EI-Mallakh ve
ark., 1999; Jefferson ve Greist, 2007). Daha sonraki dénemlerde ise lityum tuzlari,
romatoid artrit ve renal tas tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Bromiirlerin sedatif
etkisinin yaygin olarak kullanildigi dénemlerde yapilan ¢alismalarda lityumun molekiil
agirhiginin diistik olmasi sebebiyle lityum bromiir tuzunun daha fazla bromiir igerdigi ve
bu sebeple sedatif etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Sonraki yillarda kalp ve
bobrek yetmezligi olan hastalarda sodyum kloriirin (NaCl) yerine LIiCl siklikla
kullanilmaya baslanmis, ancak ani oliimlerin izlenmesi sebebiyle 1949 yilinda
Amerika’da kullanimi yasaklanmistir (Corcoran ve ark., 1949). John Cade, yaptigi
calismada lityum karboksit (LiCOs3) ile tedavi ettigi 10 manik hastanin 8’inde iyilesme
gozlemlemistir. Cade, ilact ilk olarak kendi lizerinde denemistir. Daha sonrasinda 6
sizofren, 10 manik ve 3 melankolik hasta iizerinde kullanmis ve ilacin etkilerini

incelemistir. Calismalarinin sonunda ise psikiyatri tarihinde bir doniim noktas1 niteligi
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tagiyan “Psikotik Eksitasyon Tedavisinde Lityum Tuzlar1” baslikli makalesi Avustralya
T1p Dergisi’nde yaymlanmistir. Cade’in ¢aligmalar1 sonucunda manik hastalar {izerinde
lityumun etkisinin dramatik oldugu fakat sizofren ve melankolik hastalarda tedavi
sonrast belirgin bir diizelme olmadigi goriilmiistiir ve boylece Cade lityumun mani
tizerine 6zgiil bir etkisi oldugunu ve bu ruhsal hastaligin tedavisinde kullanilabilecegini
belirtmistir (Cade, 1949).

Noack ve Tautner (1951), ilk defa lityumun hastaligin yenilenmesini
Onleyebildigini ve uzun donem koruyucu etkilere sahip oldugunu belirtmislerdir.
Glesinger tarafindan da lityumun giivenilir ve etkin oldugunu gosteren ¢alismalar
yapilmustir. Psikotik eksitasyonlu 104 hasta tlizerinde yaptigi bir ¢alisma sonucunda iki
hastada bobrek fonksiyon bozukluguna bagli albuminiiri gelistigini ve bir hastanin
oldiiglinii rapor etmistir (Glessinger, 1954). Sonrasinda lityumun antimanik etkiye sahip
oldugu plasebo kontrollii bir protokol ile manik hastalar {izerinde denenmesi ile
gosterilmistir (Schou ve ark., 1954).

1960’11 yillarda 6zellikle Avrupa’da lityumla ilgili calismalar hiz kazanmaya
baglamistir. Hartigan (1963) ve Baastrup’un (1964) yaptigi calismalar oldukca
onemlidir. Bu c¢aligmalar hastalarda hem maninin hem de depresyonun lityum tedavisi
ile 6nlenebildigini bildirilmistir. Bu gelismelerin devaminda Baastrup ve Schou (1967)
birlikte uzun dénem lityum kullanimu ile ilgili ¢aligmalar yapmislardir. Yaptiklar: bir
calismada son iki yilda ikiden fazla manik atak geciren 88 hastay1 degerlendirmeye
almis ve bu hastalar1 6,5 y1l boyunca takip altinda tutmuslardir. Calisma sonucunda hem
manik hem de depresif donemde lityumun etkili oldugu ve etkisinin zamanla
kaybolmadigi, unipolar ve bipolar hastalarda esit etkinlikte oldugu ve hastaligin
yinelemesinin ila¢ tedavisinin bitirilmesinden hemen sonra ortaya c¢iktigim
bildirmiglerdir.

Baastrup ve Schou’nun yer aldigi bir grup arastirmaci randomize, plasebo
kontrollii, ¢ift kor bir ¢alismayr 85 hasta ilizerinde yapmislar ve plasebo grubunda
bulunan 39 hastanin 21’inde hastaligin tekrarladigini fakat lityum grubunda bulunan 45
hastanin hicbirinde hastaligin yeniden olusmadigimi bildirmislerdir (Baastrup ve ark.,
1970).

13



Lityumun bipolar hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanimi1 1970’11
yillarda baglamistir. Mogens Schou ve Poul Christian Baastrup’un lityum {izerinde
yaptig1 calismalar ve baska plasebo kontrollii caligmalar sonucunda 1970 yilinda FDA
(U.S. Food and Drug Administration), lityumun Amerika Birlesik Devletleri’nde akut
manide, 1974 yilinda ise silirdiiriim tedavisinde kullanimina onay vermistir. Sonraki
yillarda lityumun psikiyatride kullanimi ile ilgili olarak ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve
lityumun c¢esitli hastaliklarda kullanimi ile 1ilgili binlerce makale yaymlanmigtir
(Amidsen ve ark., 1968).

2.1.2. Lityumun Yapisi

Lityum periyodik tabloda 1A grubunda yer almaktadir. Atom numarasi 3 olup,
atom agirhigt 6.941 g/mol’diir. Lityum en disiik yogunluga sahip metaldir.
Yeryliziindeki ortalama konsantrasyonu yaklasik olarak % 0,006 oranindadir ve
tabiattaki ana kaynaklar1 killer, mineraller ve tuzlu yer alti sularidir (Sailer, 2000).

Lityum tek degerli bir katyondur ve bazi fizikokimyasal 6zellikleri ile sodyum
ve potasyumun fizokimyasal 6zellikleri benzerlik gosterir. Bazi yonlerden ise toprak
alkali metaller olan magnezyum ve kalsiyum ile benzerlikler gosterir. Biyolojik
dokularda eser miktarlarda bulunan diger metallerle karsilastirildiginda lityum canli
organizmalarda c¢ok 1iyi tolere edilebilmektedir. Bu durumun sebebi lityumun sodyum,
potasyum, magnezyum ve kalsiyum ile benzer ozelliklerinin olmasidir. Bu nedenle,
lityumun canl bir organizmadaki diger katyonlarin islevlerini degistirmesi ya da onlarin

yerine gegmesi beklenir (Pandey ve Davis, 1980).
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Tablo 1. Lityumun fiziksel ozellikleri Tablo 2. Lityumun kimyasal 6zellikleri

(Ober, 2001’den uyarlanmistir.) (Ober, 2001’den uyarlanmigtir.)
Yogunlugu : 0.535 g/ml Elektronik Konfigiirasyonu :
[He]. 2s1

Erime noktasi : 180. 54 °C (453.69 K)

Kabuk Yapisi : 2.1

Kaynama Noktasi : 1342 °C (1615K)

Elektron Tlgisi : 59.6 kJ/mol™

Molar Hacmi : 13.02 ml/mol

Elektronegatiflik : 0.98 (Pauling

Is1 fletkenligi (300K) : 0.85
Wwem K

birimi)

Atomik Yaricapn : 145 pm

Ozgiil Is1 : 3.582 JgiK™!

Buharlasma Entalpisi : 147 KImol® I. iyonlasma Enerjisi : 520.2 kJ/mol

Atomlasma Entalpisi: 159 kimol ™. I1. iyonlasma Enerjisi : 7298.1 kJ/mol

2.1.3. Lityumun Kullamim Alanlar

Lityum giiniimiizde tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir ve bipolar
bozuklukta en etkin ilag olmayr silirdirmektedir. Bipolar bozuklugun koruyucu
tedavisinde lityumun yeri olduk¢a Onemlidir. Lityumun %79 oraninda hastaligin
tekrarlamasimi 6nledigi ¢ift kor plasebo kontrollii yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Lityum kullaniminda ataklarin sikliginin, siirelerinin ve siddetinin azalmis oldugu
kamtlanmistir. ilerleyen yillarda yapilan galismalarda bu oranin %50-60’lara diistiigii
bildirilmistir (Ulusahin, 2000). Bu durumda dikkati ¢eken lityuma yaniti etkileyen
faktorler olmustur. Karma mani, ataklar, hizli siklus arasinda islevselligin bozuk
olusunun, eslik eden madde kullaniminin, atak goriintiisiiniin depresyon-mani-gtimi
seklinde olusunun ve kisilik bozukluklarinin lityuma yanit verme oranini disiirdigi
rapor edilmistir (Oztiirk, 1997; Sadock ve Sadock, 2000; Ulusahin, 2000).

Lityum psikiyatrik hastaliklar disinda da yaygin olarak kullanilabilmektedir.
Lityumun, amiyotrofik lateral sklerozda ilerlemenin geciktirilmesi amaciyla, kemik
iliginde graniilosit yapiminit uyarmasi sebebiyle ndtropenik hastalarda (kanser veya

aplastik anemi, immunsupresifler ile indiiklenen nd&tropeni), tiroid kanserlerinde
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uygulanan radyoaktif iyot tedavisine ek tedavi olarak, anormal antidiiiretik hormon
tiretiminin varliginda, kronik veya epizodik kiime bas agrilarinin tedavisinde ve genital
herpes enfeksiyonlarinda kullanimi bildirilmistir (Jefferson ve Greist, 2007).

Lityum psikotrop ilaglar igerisinde tiroid islevlerini en ¢ok etkileyen ajan
olarak kabul gérmektedir. Ik kez 1971 yilinda lityuma bagli hipotiroidizm gerceklestigi
belirtilmistir (Deodhar ve ark., 1998). Daha sonraki yillarda lityum ile tiroid islevi
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalar giderek artmis, klinik ve deneysel olarak lityuma
bagl tiroid bozukluklar1 detayli olarak incelenmistir. Lityuma bagli en sik gelisen
durumlar; guatr, klinik ve subklinik hipotiroidizm, nadiren hipertiroididir (Kleiner ve
ark., 1999; Saygili ve Bayraktar, 1988; Shimizu ve ark., 1997). Lityumun uzun siire
kullaniminin tiroid islevleri iizerine istenmeyen etkilerin artmasina sebep oldugu
bilinmektedir. Uzun siireli lityum kullananlarda %3,8-51 arasinda degisen oranlarda
selim, diffuz, toksik olmayan guatr belirlenmistir (Deodhar ve ark., 1998; Perrild ve
ark., 1990; Sadock ve Sadock, 2000).

Lityumun yaygin kabul géren kullanimlari; bipolar | bozukluk (manik atak ve
koruyucu tedavisinde), bipolar | bozukluk (depresif atak), bipolar Il bozukluk,
siklotimik bozukluk, yineleyici major depresif bozukluk, akut depresyon, sizoaffektif
bozukluktur (Saygili ve Bayraktar, 1988; Vahip, 1997; Yiiksel, 1998).

Yararl oldugu disiiniilen durumlar; duygulanim belirtileri bulunan sizofrenik
bozukluk, impulsif agresif davranisla giden durumlar, dongiisel oOzellik gosteren
paranoid bozukluktur (Saygili ve Bayraktar, 1988; Vahip, 1997; Yiiksel, 1998).

Denenebilecek durumlar; duygulanim belirtileri bulunmayan sizofreni, alkol ve
madde kullanim bozukluklari, obsesif-kompulsif bozukluk, posttravmatik stres
bozuklugu, premenstrual disforik bozukluk, yeme bozukluklari, kisilik bozukluklari,
diirtii kontrol bozukluklari, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, periyodik katatoni,
tardif diskinezidir (Saygili ve Bayraktar, 1988; Vahip, 1997; Yiiksel, 1998).

2.1.4. Lityumun Etki Mekanizmasi

Giliniimiizde lityum ile ilgili yapilan ¢alismalar yogunluk kazanmistir. Fakat
hala lityumun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Berridge ve ark., 1989).

Lityumun o6nerilen etki mekanizmlarindan biri Akt ve GSK-3 yolag {izerine
etkisidir. Akt, cesitli genlerin transkripsiyonu, glikoz metabolizmasi, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve daha bircok fizyolojik olayda yer almaktadir.

Ancak Akt, PI3K tarafindan fosforile edilerek katalitik olarak aktive olmaktadir
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(Beaulieu, 2012; Emamian, 2012). Aktive olan Akt, uyarilmamis hiicrede defosforile
formu aktif olan GSK-3’ui fosforile eder. Boylece Akt, aktivasyonu sonucunda GSK-
3’1 inaktive etmektedir (Cross ve ark., 1995; Fang ve ark., 2000).

Inhibitor G proteini ile kenetli halde bulunan reseptdrler ve tropomiyosin
reseptor kinaz B (TrkB) reseptorlerinin stimulasyonu sonucu PI3K/AKkt sinyal yolagi
aktive olmaktadir (Johnson-Farley ve ark., 2006). Reseptor stimulasyonu fosfoinositol
yolagini kullanarak PI3K aracili Akt fosforilasyonu ve aktivasyonuna yol agmaktadir,
boylece aktive olan Akt kinaz aktivitesiyle GSK-3’ii N-terminal serin rezidiisu
iizerinden fosforilleyerek inaktive etmektedir. Inhibitor G proteini ile kenetli
reseptorlerden  biri  olan  5-hidroksitriptaminlA  (5HT1A)  reseptorlerinin
stimilasyonunun da PI3K/Akt tizerinden GSK-3 inhibisyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Jope ve Roh, 2006; Hsiung ve ark., 2003).

Dopamin reseptorlerinin Akt/ GSK-3 yolag iizerindeki etkisinde B-arrestin
isimli yapisal bir proteinin rol aldigi belirlenmistir (Beaulieu ve ark., 2009). D2
reseptorlerin aktivasyonu [B-arrestinlerin toplanmasina neden olur boylece B-arrestin-
Akt-PP2A kompleksi olusur. GSK-3 bu komplekse B-arrestin tizerinden baglanmakta ve
Akt-PP2A etkilesimini giiglendirmektedir. Kompleksteki protein fosfataz 2A (PP2A)
Akt’1 defosforile ederek inhibe eder. Bu sekilde Akt’in GSK-3 {izerindeki baskilayici
etkisi yok olmakta ve GSK-3 aktivitesinde artis meydana gelmektedir (Beaulieu ve ark.,
2004; Klewe ve ark., 2008). Lityumun direkt etkisi ile [-arrestin-Akt-PP2A
kompleksinin ayrigsmasini sagladigi boylelikle Akt’nin inhibisyonunu engelledigi ve
dolayisiyla GSK-3 aktivitesini azalttigin1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Valvezan
ve Klein, 2012).
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Sekil 1. GSK-3'iin lityum tarafindan onlenmesi. Lityum, yapisal olarak aktive olan GSK-3
aktivitesini birden fazla mekanizma ile olumsuz sekilde diizenler. Rekabet¢i bir
magnezyum inhibitorii olan lityum, GSK-3'in ATP-magnezyum bagimli katalitik
aktivitesini dogrudan inhibe eder. GSK-3'lin aktivitesi ayrica belirli bir serin
kalintisindaki fosforilasyon 1l€ azaltilir. Lityum dolayli olarak GSK-3'iin bu serin
fosforilasyonunu Akt'in P13-kinaz aracili fosforilasyon / aktivasyonu, PI3-kinaz
aracili PKC aktivasyonu ve PKA'nin cAMP'ye bagli aktivasyon yoluyla arttirabilir.
Lityum aym zamanda Akt’1t defosforize ve inaktive eden B-arrestin-2-PP2A-Akt
kompleksini bozarak GSK-3'iin serin fosforilasyonunu artirabilir. Buna ek olarak,
serin kalintilarinda GSK-3"i defosforile eden PP-1 tizerindeki inhibit6r-2'nin (1-2)
onleyici etkisini kisitlayarak lityumun GSK-3'in dogrudan inhibisyonu, GSK-3
aktivitesini daha da diisliriir. Sag oklarla ¢izgiler uyaric1 baglantilar1 temsil eder;
Yasst uglar1 olan hatlar 6nleyici baglantilar1 temsil eder. Kesik ¢izgiler, lityum
muamelesinin bir sonucu olarak etkinligin azaldigi yollar1 temsil eder (Chiu ve

Chuang, 2010'dan uyarlanmistir).

Lityumdan etkilenen ikinci sinyal yolagt MEK/ERK yolagidir. ERK, niikleer
faktor-kappa B (NF-xB) yolu gibi cesitli efektor sistemleri ve siklik adenozin
monofosfat (CAMP) yanit elementi baglayan proteini (CREB) aktive eder ve GSK-3'i
inhibe eden ribozomal S6 kinaz (RSK)’1 diizenler (Chang ve ark., 2003; Steelman ve
ark., 2004). Noroprotektif etkileri ile uyumlu, uzun siireli fakat akut lityum tedavisi,
glutamat uyarilmis MEK aktivitesindeki artiglar1 giliglendirir ve protein fosfataz 1 (PP-
1)’i inhibe ederek ve aynm1 zamanda MEK/ERK aktivitesini destekleyerek CREB’in
glutamat tarafindan uyarilmis deforforilasyonunu baskiladigi distliniilmektedir.
Lityumun MEK/ERK yolag1 {iizerine etkisinin hiicre tipine spesifik olabilecegi
gosterildigi gibi lityumun sinir hiicrelerinin farkli tiplerinde bu yolak iizerinde ters etkisi

oldugu bildirildirilmistir (Pardo ve ark., 2003).
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Terapotik konsantrasyonlarda, lityum inositol fosfat metabolizmasina katilan
inositol polifosfat 1-fosfataz (IPPaz) ve inositol monofosfataz (IMPaz) gibi ¢esitli
fosfoinositol fosfatazlarin giiglii inhibitériidiir (Berridge ve ark., 1989; Gould ve ark.,
2004; Quiroz ve ark., 2004; Sherman ve ark., 1986). Buna gore, lityum inositol
fosfolipidlerinin yeniden sentezi i¢in inositoliin geri donilislimiinii engeller. Lityumun
inositol fosfat metabolizmasi tizerindeki bu inhibit6r aktivitesi inositol tiikkenmesine yol
agmaktadir. Inositol tilkenme metabolizmas1 araciligiyla, lityumun duyusal ndronlarda
duyusal biiylime konilerinin yikilmasini koni alanini artirmak amaciyla engelledigi
belirtilmistir (Williams ve ark., 2002).

Lityum bagimsiz olarak hem GSK-3’ii hem de IMPaz’1 inhibe eder. ilging bir
sekilde diisiik dozlarda lityum, otofajiyi indiikleyen IMPaz’1 inhibe ederken (Sarkar ve
ark., 2005) aksine, otofajiyi baskilayan GSK-3'ii daha yiiksek dozlarda inhibe eder.
Bununla birlikte, otofajinin indiiksiyonu lityumun potansiyel mekanizmasi olarak
diistiniilir ve lityumun noroprotektif etkilerine katkida bulundugu varsayilir (Stambolic
ve ark., 1996).

Lityum, terapotik konsantrasyonlarda huntingtin ve a-siniikleinin mutant
formlar1 (Sarkar ve ark., 2005) gibi bilinen otofaji substratlarin klirensini kolaylastirir
ve prion ile enfekte hiicrelerde proteaz direngli prion proteininin klirensini indiikler
(Heiseke ve ark., 2009).

Lityumun glutamata bagl eksitotoksisiteye kars1 noroprotektif etkileri, ¢esitli
hiicresel ve hayvan modellerinde kapsamli olarak incelenmistir (Chuang ve ark., 2002;
Chuang, 2004; 2005; Chuang ve Priller, 2006; Rowe ve Chuang, 2004; Rowe ve ark.,
2007). Lityumun glutamata bagli eksitotoksisitesine N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorlerinin aracilik ettigi bulunmustur ve rat Serebellar graniil hiicre (CGCs),
serebral kortical ve hippokampal noronlart igeren merkezi sinir sistemi (CNS) noronlari
kiiltiiriinde ozellikle NMDA-reseptor aracilikli kalsiyum akiginin inhibe edilmesi
yoluyla kronik lityum tedavisi tarafindan kuvvetli sekilde azaltilmaktadir. Terapotik
olarak ilgili lityum konsantrasyonlarinda (EC50 = 1 mM) meydana gelen bu uzun siireli
noroprotektif etki zamana bagimlidir ve maksimum etki igin 6-7 giinliik 6n tedavi

gerekmektedir (Hashimoto ve ark., 2002).
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Insan lenfosit hiicrelerinin 72 saat boyunca guanilat siklaz enziminin gii¢lii bir
inhibitori olan lityum ile etkilesimi sonucunda Na/K pompa sayisini belirgin bir sekilde
artmis oldugu ve lityum lenfositlerinde siklik guanozin monofosfatin (cGMP)
birikmesini 6nledigi gozlenmistir (Jenkins ve ark., 1991; Schubert ve ark., 1991).

Lityumun mitokondri iizerinde etkisi oldugunu diisiindiiren ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Mitokondri ROS’un 6nemli bir endojen kaynagidir (Turrens ve Boveris,
1980; Turrens ve ark., 1982; Turrens, 2003). Genel olarak, kompleks 1 ve 3’iin
stiperoksit radikali (O2")’nin major kaynagi oldugu ve kompleks 1’in beyinde ROS un
primer kaynagi oldugu disiiniilmektedir. (Barja ve Herrero, 1998; Genova ve ark.,
2001; Kushnareva ve ark., 2002). Organizma igerisinde serbest radikallerin olusum hizi
ile yok edilme hiz1 denge igerisindedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma veya yok
edilme hizinda azalma bu dengenin bozulmasina sebep olmakta ve “oksidatif stres”
olarak adlandirilmaktadir (Serafini ve Del Rio, 2004). Oksidatif ve nitrosatif stresin
artisinin mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili oldugu (Andreazza ve ark., 2013) ve
oksidatif stresin duygu durum patofizyolojisine katkida bulundugu disiiniilmektedir
(Erkan ve ark., 2004; Sarandol ve ark., 2007). Daha 6nceki BD’nin post mortem
caligmalarinda kompleks 1 aktivitesinde (Andreazza ve ark., 2010), ve komplekslerin
subiinit proteinlerinde (Konradi ve ark. 2004; Sun ve ark., 2006) azalma oldugu
belirtilmistir. EK olarak BD'nin erken evrelerinde oksidatif stresin arttigini bildiren
calismalar bulunmaktadir (Berk ve ark., 2013; de Sousa ve ark., 2014). Bu dogrultuda
yapilan ¢aligmalar, lityumun sigan serebral kortikal hiicrelerinde oksidatif stresi azalttigi
(Shao ve ark., 2005), kompleks 1 inhibitorii rotenona kars1 koydugu ve amfetamin ile
indiiklenen ETC bozulmasina kars1 koruyucu etkisi oldugunu goéstermistir (Valvassori
ve ark., 2010). Ayrica, lityumun kemirgenlerin beyinlerinde ETC aktivitesini arttirdigi
rapor edilmistir (McQuillin ve ark., 2007; Toker ve ark., 2014).

2.2. Mitokondri

Mitokondriler hiicre solunumunun gergeklestigi ve enerjinin kimyasal enerji
formunda depo edildigi yerlerdir. Mitokondrilerde karbonhidrat, protein ve yag
molekiillerinin ylikseltgenmesi ile elde edilen enerji, hiicrelerin kullanabilecegi
kimyasal enerji formu olan adenozin trifosfat (ATP)’a dontstiiriilmektedir. Hiicrenin
enerji ihtiyaci ile hiicre i¢indeki mitokondri miktarlart dogru orantilidir. Mitokondriler
genel olarak diizgiin bir sekilde sitoplazmanin her tarafindan dagilmiglardir. Belirli

hiicrelerde ise yerleri sabit olabilir, 6rnegin ¢ogu bez hiicresinin bazal bolgesinde
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bulunurlar. Mitoz béliinme sirasinda ig ipliklerinin ¢evresinde yer alir, gerekli enerjiyi
saglarlar ve boliinme sonucunda hemen hemen esit sayida yavru hiicrelere dagilirlar
(Unal, 2012).

Bir hiicrede birkag¢ yiiz mitokondri bulunabildigi gibi birka¢ bin mitokondri de
bulunabilmektedir. Mitokondrilerin sekil, say1 ve yerlesim yerleri hiicre tiiriine veya
dokunun islevine bagli olarak farkliliklar gosterir. Mitokondrilerin biiytikliikleri birkag
yiiz mikron ¢apinda olabilirken, bir mikron ¢apinda ipliksi goriiniimde de olabilirler.
Genel olarak metabolik ac¢idan aktif bir dokunun hiicrelerinin hacminin biiyiik bir kismi
mitokondrilere ayrilmistir (Guyton, 1976; Leonard ve Schapira, 2000; Nelson ve Cox,
2005).

2.2.1 Mitokondrinin Tarihgesi

Mitokondri 1850 yilinda Kolliker tarafindan ilk defa goriilmiis ancak
sistematik olarak tanimlanmasi ilk olarak 1894’de Altmann tarafindan yapilmustir.
Hiicre igerisinde graniiler ve ipliksi yapilar seklinde goriilen bu organel Benda (1898)
tarafindan “ipliksi graniil” anlamina gelen mitokondrion, “cogul: mitochondria ” olarak
ifade edilmistir. Mitokondri (mitochondrion) kelimesi yunanca iplik (mitos) ve graniil
(chondrion) kelimelerinden tiiretilmistir. Altman tarafindan 1890 yilinda bioblast
tanimi, yaygin olusumun sitoplazmik yapisi ve elementer organizma olarak isleyisi
belirlenmistir. 1912 ve 1922 yillar1 arasinda hiicre solunumunun taninmaya baglanmis
ve sonrasinda Keilin 1925 yilinda sitokrom sistemin hiicresel yapilarla iligkili oldugunu
gostermistir.

Mitokondriyi hiicre fraksiyonu ile izole etmek igin ilk girisim 1934 yilinda
Bensley ve Hoerr tarafindan yapilmistir. 1940 ile 1946 yillar1 arasinda izole mitokondri
tizerinde ilk olarak morfolojik ve biyokimyasal incelemeler korelasyonlu olarak
yapilmigtir. 1946 Hogeboom, mitokondride siiksinoksidaz ve sitokromoksidazin
lokalizasyonu gostermistir ve 1948’de morfolojik olarak iyi korunmus mitokondri
izolasyonu yapilmigtir. 1948 ve 1951 yillar1 arasinda mitokondrinin siklik asit siiklusu
ve oksidatif fosforilasyon enzimlerini bulundurdugu belirlenmistir. Daha sonraki
yillarda mitokondrinin sismesi ve konsantrasyonu tizerine ilk ¢alismalar yapilmustir.
1953 yilinda Sjostrand tarafindan mitokondrinin ilk yiiksek c¢oziiniirliiklii elektron

mikrografileri olusturulmustur.
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Oksidatif fosforilasyonun kimyasal hipotezi ise Slater tarafindan 1953 yilinda
kurulmustur. 1952 ve 1955 yillarinda Solunum zincirinin baglant1 bdlgelerinin
lokalizasyonu belirlenmistir. Ayni1 yillarda arasinda mitokondriyal elektron transport
calismalari i¢in hizli ve hassas fiziksel yontemlere giris ve solunum zincirinin metabolik
ve kinetik durumunun arastirmasi yapilmistir. 1953-1956 yillar1 arasinda oksidatif
fosfrilasyonun kismi reaksiyonlart belirlenmistir. Oksidatif fosforilasyon ve solunum
zinciri ¢aligmalar igin sigir kalbi mitokondrisinin kullanilmasi, solunum zincirinin
redoks tastyicist olarak metalloflavoproteinler, non-hem demir ve ubikinonun
katilmimin gosterilmesi, elektron transport komplekslerinin karakterizasyonu ve
izolasyonu hakkindaki calismalar 1956 ile 1960 yillar1 arasinda yapilmistir. 1959 ve
1961 yillart arasinda ise oksidatif fosforilasyonun tersine ¢evrimi gosterilmistir. 1960
yilinda mitokondriyal ATP-sentaz’in izolasyonu ve baglanma faktorii (F1) olarak islevi
gosterilmistir. Oksidatif fosforilasyonun kemiozmatik hipotezi 1961 ylinda Mitchell
tarafindan kurulmustur. 1961-1963 yillar1 arasinda fosforilasyon sisteminin katilimi
olmadan solunum zincirinde enerji baglantis1 gdsterilmistir. Sonrasinda Ca*? ve diger iki
degerlikli katyonlarin enerji bagimli alinimi belirlenmistir. Fernandez-Moran 1962
yilinda mitokondriyal membranda ¢ikintili subiinitleri kesfetmistir. Moore ve Pressman
ise 1964°de K* iyonofor olarak valinomycinin etkisini kesfetmislerdir. 1965 yilinda
Paul Boyer tarafindan oksidatif fosforilasyonun konformasyonel hipotezi kurulmustur.
Mitchell 1966 yilinda oksidatif ve fotosentetik fosforilasyonun genel mekanizmasi
olarak kemiosmotik hipotezi gelistirmistir. Devaminda mitokondriyal anyon
translokatdrleri kesfedilmistir. Ileryen yillarda ise baglanma faktorlerinin izolasyonu ve
karakterizasyonu, ATP-sentaz kompleksinin yeniden olusumu gosterilmistir. 1973-1979
yillarinda ise elektron transport bagimli proton pompalarinin kanitlart bulunmustur

(Ernster ve Schatz., 1981).

2.2.2 Mitokondrinin Yapisi

Her mitokondrinin fosfolipid yapili iki zar1 vardir. Kathh olmayan dis zar
organeli tiimiiyle sarar. I¢ zar, krista ad1 verilen ice dogru katlanmalarla ¢ok genis bir
yiizeyin olusmasini saglar. I¢ zarmn gevreledigi alan matriks olup, bu alan enerji-veren
metabolizmada rolii olan enzim ve kimyasal ara iirlinlerin ¢ok yogun bulundugu sivi

ortamdir (Nelson ve Cox, 2005).
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Dis zar, mitokondriyal fonksiyonlar1 koordine eden ve mitokondri
homeostazisini saglayan zardir. I¢ zar ile kiyaslandiginda daha az segici gegirgendir. Dis
zar, 30-35 kilo dalton (kd)’luk delik seklindeki proteinler olan voltaj-bagimli anyon
secici kanal proteinleri ve c¢ok sayida mitokondriyal porin igerdiginden kiiciik
molekiiller ve iyonlar igin olduk¢a gegirgendir. Voltaj-bagimli anyon segici kanal
proteinleri dis mitokondriyal zarda en yaygin olan proteindir ve genellikle klor, fosfat,
adenin niikleotitleri ve organik anyonlar gibi anyon tiirlerinin dis zar1 gegerek akisinin
diizenlemesinde rol oynamaktadir. I¢ zarn daha kontrollii bir gegirgenlige sahip
olmasimni saglayan 6zellikle kardiyolipindir (Berg ve ark., 2014).

I¢c zar, yiizey alanini bilyiik miktarda artiran kristalardan olusur. Oksidatif
fosforilasyonda gorevli mitokondriyal kompleksleri tizerinde bulundurur ve elektron
transport islemi bu zar iizerinde gergeklesir. Bunun yani sira i¢ zar ATP, ADP, fosfat,
piruvat, malat ve sitrat gibi 6zel maddeler i¢in tasima sistemi bulundurur (Berg ve ark.,
2014).

Matriks ise sitrik asit siklusu (TCA) ve yag asitlerinin -oksidasyonunda gorev
yapan enzimler ile mitokondriyal deoksiriboniikleik asiti (MtDNA) bulundurmaktadir.
Mitokondri matriksinde TCA ve yag asitlerinin yiikseltgenmesi tepkimelerinin bir¢ogu
gerceklesiyor olsa da oksidatif fosforilasyon i¢ mitokondriyal zarda yer almaktadir
(Berg ve ark., 2014).

Mitokondrileri organizma i¢in 6nemli kilan tek neden solunuma bagimlilik
degildir. Mitokondri, bircok katabolik ve anabolik reaksiyonu barindirmasi, demir-
stlfir metabolizmasinda birlestirici olmasi, hem biyosentezinde yer almasi, yag
asitlerinin B-oksidasyonunu ve TCA’y1 i¢ermesi nedeni ile hiicre igin esastir. Bunun
yan1 sira mtDNA bulundurmasiyla elektron tasima zincirinde gorevli bir takim
proteinlerin sentezini gerceklestirebilmektedir. Ama yine de mitokondrinin ihtiyaci olan
birgok protein niikleer genom tarafindan kodlanir ve translasyon sonrasi transport ile

mitokondriye transfer edilir (Burbulla ve ark., 2010).

2.2.3. Mitokondriyal DNA

Insan mtDNA's1 sirkiiler ve ¢ift sarmalli bir yapiya sahiptir ve 16569 baz cifti
icerir. Diger organellerden farkli olarak; mitokondrilerin kendi DNA'sin1 igeriyor
olmasi, kendi DNA'simi replike, transkripte ve translate edebilmesi nedeniyle farkli bir
organizmadan hiicrenin bir organeli olarak gelistigi diisiiniilmektedir (Anderson ve ark.,
1981; Clayton, 1992). mtDNA 16,6 kilobaz (kb)’lik genoma sahiptir ve 37 gen
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icermektedir. Bu genlerin 2’si ribozomal riboniikleik asit (RNA)’den ve 22’si transfer
RNA’dan sorumludur. Diger genlerin 7°si elektron transport zincir kompleks 1, 1’1
kompleks 3, 3’0 kompleks 4, 2’si kompleks 5 (ATP-sentaz) fonksiyonlarinda yer
almaktadir (Wallace, 2005).

Mitokondriyal DNA, niikleer DNA’dan 10 kat fazla mutasyona ugrar. Sebebi
ise mitokondriyal genomun, niikleer DNA genlerinden 5-10 kati hizla kendini
yenilemesi ve boylece her replikasyonda 16,6 kb’lik genomda 2-3 “mismatch”
mutasyon sansi olmasindan kaynaklanmaktadir. MtDNA histon igermedigi igin
kimyasal etmenlerden olduk¢a etkilenmektedir. Ilave olarak aerobik metabolizma
sirasinda olusan hidroksil radikalleri, siiperoksit, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirtinleri de mtDNA'da hasara sebep olmaktadir ve mtDNA efektif bir tamir sistemine
sahip olmadig1 i¢in olusan hasar kalici olmaktadir (Johns, 1995).

Memelilerde mtDNA’nin bir sonraki kusaga anne tarafindan aktarilmasinin
sebebi, fertilizasyon sirasinda spermin hareketini saglamak amaciyla kuyruk bolgesinde
bulunan mitokondrinin ve dolayisiyla mtDNA’nin 00sit igerisine girememesinden
kaynaklanmaktadir. Her biri 2-10 DNA igermektedir ve hiicrelerde farkli sayida
mitokondri oldugu g6z oniine alinirsa, bir hiicrede binlerce mtDNA; hem mutant hemde
normal (wild tip) yapida mtDNA saptanabilir ve bu olaya “heteroplazmi” denir.
Heteroplazmi, letal mutasyonlarin olugmasini onleyen Onemli bir mekanizmadir.
Hiicrenin ya tamamen normal ya da tamamen mutant mtDNA igermesi durumuna ise
homoplazmi denilmektedir. Kardes hiicreye gegen mtDNA'nin yapisini belirleyen sey
replikatif ayrim sirasindaki mutant ve normal molekiillerin tasinma oranidir ve mtDNA
mendeliyan kalitim ile yonetilir. Seleksiyon, hiicresel ve molekiiler diizeyde olabildigi
gibi organizmanin kendisi tarafindan da yapilabilir. Mutant mtDNA oran: delesyona
ugramis fenotipin belirlenmesinde 6nemlidir ve ayn1 zamanda bu oran Kisiler, hatta
dokular ve organ sistemleri arasinda da farklilik gosterebilmektedir (Chinnery ve
Turnbull, 1997; Egger ve Wilson, 1983; Johns, 1995; Shoffner, 1996).
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2.2.4. Mitokondride Solunum Zinciri ve Oksidatif Fosforilasyon

Mitokondri i¢ zarinda oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal matrikste
gerceklesen TCA tepkimelerinin birlikteligiyle aerobik hiicrelerin gereksinimi olan
ATP’ nin cogunlugu sentezlenmektedir (Berg ve ark., 2014).
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Sekil 2. Elektron Transport Zinciri (Matsuzaki ve ark., 2009’dan alinmistir.)

Hiicresel metabolik enerji mitokondriyal solunum zinciri ile i¢ membrandaki
bes protein-lipid enzim kompleksi tarafindan saglanir. Bu kompleksler; kompleks 1 (Ni-
kotinamit adenin diniikleotit (NADH): ubikinon oksidorediiktaz), kompleks 2 (stiksi-
nat: ubikinon oksidorediiktaz), kompleks 3 (ubikinol: ferrositokrom c¢ oksidorediiktaz),
kompleks 4 (ferrositokrom c: oksijen oksidorediiktaz veya sitokrom c oksidaz) ve
kompleks 5 (ATP-sentaz)’dir. Elektron transport zinciri ile protonlar matriksten inter-
membranal bosluga pompalanir ve bu sekilde enerji ATP seklinde depolanir (Clay ve
ark., 2011).

Solunumsal oksidasyondan olusan enerjinin biiyiik bir boliimii mitokondriden
saglandig1 i¢in mitokondri hiicrenin ‘‘enerji tiretim merkezi’’ olarak adlandirilmistir.
Mitokondrilerde yer alan ve solunumu yiiksek-enerjili ara madde olan ATP’nin
tiretilmesini saglayan sisteme oksidatif fosforilasyon adi verilmektedir (Murray ve ark.,
1996).

Oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezi, mitokondri i¢ zar1 boyunca yer alan bir
proton gradienti sayesinde elektronlarin nikotinamid adenin diniikleotit+hidrojen
(NADH)’den flavin adenin diniikleotit+2H (FADH>)’e veya molekiiler oksijen (O2)’e
akis1 ile saglanmaktadir. Ug adet asimetrik sekilde bulunan trans-zar kompleksler
boyunca gerceklesen elektron akisi sonrasi protonlar mitokondriyal matriks digina

pompalanmakta ve bir zar potansiyeli olusmaktadir. Protonlarin ATP-sentaz (FOF1-
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ATPaz seklinde de adlandirilabilir) adi verilen ATP sentezleyen kompleksdeki kanal
boyunca matrikse geri doniisii ile ATP sentezlenmektedir (Berg ve ark., 2014).

Kinonlar, demir-kiikiirt kompleksleri, flavinler, sitokromlarin hem gruplar1 ve
bakir iyonlart mitokondri zarinda bulunan solunum toplulugundaki elektron
tastyicilaridir.  Oncelikle elektronlar NADH’tan, dort kompleksten birincisi olan
kompleks 1’in prostetik bir grubu olan flavin mononiikleotit (FMN)’e aktarilir.
Kompleks 1, Fe-S merkezleri de igermektedir. Elektronlar, ubikinol (QH.)’de ortaya
¢ikar. QH2 ubikinon (Q)’un indirgenmis bir formudur. Kompleks 2’nin bir bileseni ise
elektronlart FADHz‘den QH2’nin olusumu i¢in Q‘ya ileten TCA enzimi olan siiksinat
dehidrogenazdir. Oldukga hareketli olan bu hidrofobik tasiyici elektronlarini, kompleks
3‘e aktarir. Kompleks 3, sitokrom b ve c1 ve Fe-S merkezi i¢eren bir komplekstir. Bu
kompleks, hidrofilik bir periferal zar proteini olan sitokrom c’yi indirger. Sitokrom c,
elektronlar1 kompleks 4°‘e aktaran hareketli bir elektron tasiyicisidir. Kompleks 4,
sitokrom a ve a3 ile iki bakir iyonu icermektedir. Bu kompleksdeki bir hem iyonu ve bir
bakir iyonu, elektronlari son alict olan Oz’e aktarir ve boylelikle H2O olusmaktadir
(Nelson ve Cox, 2005).

Kompleks 1, 3 ve 4 boyunca elektronlarin akisi sonucu olarak protonlar,
mitokondri i¢ zarinin matriks yliziinden sitoplazmik tarafa dogru taginmaktadir. Proton
itici kuvvet bir pH gradienti (matriks yiizii bazik) olusmasina sebep olur ve bir zar
potansiyeli (matriks yiizli negatif) meydana gelir. ATP-sentaz ile matriks yiizii boyunca
protonlarin geriye akimi sonucu ATP sentezlenmektedir. ATP-sentaz, iki donen bilesen
ve bilesen olmak iizere iki islevsel birimden olusan bir molekiiler motordur. y alt
biriminin dénmesi, enzimden ATP salinimi1 ve ATP sentezi ile sonuglanan f alt birimde
yapisal degisiklikler olusturur. Bu hareket igin gerekli olan kuvvet proton akisi
tarafindan saglanir (Berg ve ark., 2014).

Kompleks 1’den kompleks 3 ve kompleks 4’e iki elektronun akisi, sirasiyla 1,
1 ve 0,5 molekiil ATP sentezlemek icin yeterli gradienti olusturmaktadir. Boylece
mitokondriyal matrikste bir molekiil NADH yiikseltgenmesi ile 2,5 molekiil ATP elde
edilir ve bir molekiil FADH: yiikseltgenmesi ile de 1,5 molekiil ATP elde edilir. Bunun
sebebi ise burada elektronlarin zincire QHz’den yani ilk proton pompasindan sonra
girmeleridir. Mitokondri, mitokondri i¢ zar1 boyunca molekiilleri hareket ettirmek i¢in
gerekli tastyicilart bulundurur. Sitoplazmik NADH’in elektronlari, FAD’den FADH>

olusturmak tizere gliserol fosfat mekigi tarafindan veya mitokondriyal NADH
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olusturmak {iizere malat-aspartat mekigi ile mitokondriye aktarilir. Mitokondriyal
matriks igerisine adenozin difosfatin (ADP) girisi, zar potansiyeli tarafindan yonetilen
bir tasiyict olan ATP-ADP translokaz tarafindan gergeklestirilen ATP c¢ikisi ile
saglanmaktadir (Berg ve ark., 2014).

Bir glukoz, tam olarak karbondioksit (CO2) ve suya (H20) yiikseltgendiginde
yaklasik olarak 30 molekiil ATP elde edilmis olur. Normalde, eclektron taginimi
fosforilasyona sikica eslenmistir.r NADH ve FADH, ancak ADP, ATP’ye es zamanl
fosforillendigi zaman yiikseltgenirler. (Berg ve ark., 2014).

2.2.5. Mitokondri ve Psikiyatrik Hastaliklar

Mitokondriyal hastaliklar, enerji aktarirmindan sorumlu mitokondriyal enzim
eksiklikleri ile seyreden, ozellikle enerji gereksiniminin arttigi durumlarda aerobik
metabolizmanin yetersizligi ile karakterize multisistemik hastaliklar grubudur (Chinnery
ve Turnbull, 1997; Shoffner, 1996).

Mitokondriyal disfonksiyon; diabetes mellitus, Leigh’s sendromu, Friedrich
ataksisi, kardimyopati, Parkinson, Alzheimer, Huntington sendromu, bipolar bozukluk
ve sizofreni gibi birgok hastalik etyopatolojisinde rol oynamaktadir (Di Donato, 2000;
Wallace, 1999; Van den Heuvel ve Smeitink, 2001). Ornegin, alzheimer ve parkinson
hastalarinin beyin dokularinda kompleks 1 ve kompleks 4 aktivasyonunda kayda deger
azalma gozlenmis (Mutisya ve ark., 1994; Schapira ve ark., 1989), miyoklonik epilepsi
ve leber hastaliginda mitokondriyal nokta mutasyonlari, morfolojik degisiklikler,
genomda delesyon ve deplesyonlar goriilmiistiir (Beal, 1995; Tritschle ve ark., 1994).

Son 20 wyildir hem psikotik atak, duygu durum, anksiyete ve Kkisilik
bozukluklarinin mitokondriyal hastaliklarin klinik bulgularinin bir pargasi olabilecegine
hem de psikiyatrik bozukluklarin mitokondriyal fonksiyonun bir komplikasyonunu
temsil edebilecegine dair artan kanitlar bulunmaktadir (Iwamoto ve ark., 2005).

Ozellikle BD (Konradi ve ark., 2004), major depresif bozukluk (MDD) ve bir
dizi duygulanim bozukluklart gibi psikiyatrik durumlar ile mitokondriyal
disfonksiyonun iliskili olabilecegi ileri siiriilmektedir (Gardner ve Boles, 2011). Bu
iliski mitokondriyal hastalikli bireylerde psikiyatrik semptomlarin goriildiigiinii ortaya
koyan raporlarla giiclendirilmektedir. Nitekim mitokondriyal hastaligi olan 19 olguda,
BD, MDD, psikoz, anksiyete bozukluklari ve kisilik degisiklikleri gibi psikiyatrik
komplikasyonlar bildirilirken (Fattal ve ark., 2006), psikiyatrik bozukluklar ise
mitokondriyal sitopatili hastalarda belgelenmistir (Scaglia, 2010).
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Mitokondriyal elektron tansport zincirinin BD, depresyon ve sizofreni (SCZ)’yi
iceren noropsikiyatrik bozukluklarin patogenezinde 6nemli bir faktor olabilecegi ve
mitokondriyal hastaligin, mitokondriyal elektron tansport zincirinde hasarda ve
biyokimyasal kaskadlarda bir bozukluktan kaynaklanabilecegi iddia edilmektedir (Fattal
ve ark., 2006; Prabakaran ve ark., 2004). Mitokondriyal fonksiyondaki belirgin
degisikliklerin apopitozis, mitokondriyal yapi abnormalitesi, ATP iiretiminde azalma,
solunum zinciri disfonksiyonunu da igeren kronik stres ile iligkili oldugu
gosterilmektedir (Alesci ve ark., 2006). Genel olarak mitokondriyal disfonksiyonun
apoptoz veya ROS olusumu yoluyla noérodejenerasyona katkida bulundugu
belirtilmektedir. Bununla birlikte, mitokondride olusan stres de inflamatuar siire¢leri
indiikleyebilmektedir. Oksitlenmis mtDNA ve bozulmus mitokondriden salinan
faktorler, bagisiklik ve inflamatuar siirecleri aktive eden pro-inflamatuar mediyatorler
gibi hareket etmektedir. (Escames ve ark., 2012). Okside olmus mtDNA’nin hem
intraselliiler (Shimada ve ark., 2012) hem de sistemik (Zhang ve ark., 2010) pro-
inflamatuar yolaklar1 aktive ettigi belirtilmistir. Mitokondriyal stres ve olusan oksidatif
stresin inflamasyona katilan genlerin ekpresyonunu etkinlestiren pro-inflamatuar
molekiillerin salinmasint igeren dogrudan bir mekanizma araciligi ile sistemik
inflamasyona yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Scaini ve ark., 2016).

Bipolar bozuklugu anlamak icin yapilan ¢aligmalarda da bu hastaligin
molekiiler, selliiler ve davranigsal mekanizmalarin duyarli genler, ¢evresel stressorler ve
biyokimyasal ~mekanizmalarla  karsilikli  etkilesimi  sonucu ortaya ¢iktigini
gostermektedir (Berk ve ark., 2011). Bu etkilesim etkisini inflamasyonu, oksidatif stres
hasarini, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum disfonksiyonunu, apoptosiz ve
norogenez yolunun hasarlanmasmi (Brown ve ark., 2014; Frey ve ark., 2006a,b;
Gigante ve ark., 2011; Kato ve Kato, 2000; Konradi ve ark., 2004) ve multiple noral
disregiilasyonu artirarak gostermektedir (Bielau ve ark., 2007; Kishi ve ark., 2013;
Pinsonneault ve ark., 2011; Rajkowska, 2002).

BD’de o6zellikle mitokondrideki ROS’un {iretiminin fazla olmasi sonucu
mitokondrinin degisikliklere kars1 savunmasiz olabilecegi ileri stiriilmektedir (Kim ve
ark., 2015; Scola ve ark., 2013). Ozellikle, kompleks 1°de elektronlarin transferi ile
ilgili olan subiinitlerin protein seviyelerinde ve mRNA’daki azalmanin BD’ye spesifik
bir bulgu olabilicegi disiiniilmektedir. (lwamoto ve ark., 2005; Konradi ve ark., 2012;
Scola ve ark., 2012). Ornegin kompleks 1 iginde elektron transferi ile ilgili demir-kiikiirt
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kiimesi igeren alt-birim NADH dehidrogenaz (ubiquinon) demir-siilfir protein 7
(NDUFS7) postmortem BD hastalarinda diisiik bulunmustur (lwamoto ve ark., 2005;
Scola ve ark., 2013; Sun ve ark., 2006) ve bu duruma mitokondriyal ROS'un biiyiik
cogunlugunun tiretimine neden olan kompleks 1 disfonksiyonunun sebep oldugu
diistiniilmektedir (Andreazza ve ark., 2010, 2013). Kompleks 1 igerisindeki elektron
transfer siirecinin verimliliginin azalmasi, siiperoksit anyonu olusturmak i¢in molekiiler
oksijenle tepkimeye giren elektronlarin sizintisinin artmasiyla sonuglanabilecek dnemli
etkilere sahip oldugu varsayilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). BD hastalarinin
beyin ve ¢evresinde protein, lipid ve DNA’ya karsi oksidatif hasarin artmasi bu
bulgular1 destekler niteliktedir. (Andreazza ve ark., 2010, 2013; Clay ve ark., 2011).

Ayrica son zamanlarda yapilan calismalar mitokondri tarafindan {iretilen
ROS’un inflamatuar sistemin giiglii bir etkinlestiricisi oldugunu ileri stirmektedir
(Lopez-Armada ve ark., 2013). Ornegin, kompleks 1 inhibe oldugunda mitokondriyal
ROS’un firetimindeki artisin NF-kB and interlokin-1b (IL-1b) gibi inflamatuar
faktorlerin daha yiiksek seviyelerde olmasina neden oldugu belirtilmistir (Li ve ark.,
2003). Bu bulgular BD i¢in 6nemli etkilerdir ve BD hastalarinin beyin ve gevresinde
inflamatuar sitokinlerin seviyelerinin artmis oldugu gosterilmistir (Dean ve ark., 2013;
Kauer Sant'Anna ve ark., 2009; Kim ve ark., 2007; Leboyer ve ark., 2012; Munkholm
ve ark., 2013; O'Brien ve ark., 2006; Rao ve ark., 2010). Daha spesifik olarak, BD
hastalarinda cevresel ornekleri inceleyen galismalarda interlokin-6 (IL-6) ve timor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a)’nin arttigir rapor edilmistir ve merkezi sinir sistemini
inceleyen caligmalar, interlokin-1 (IL-1) yolaginda yer alan sitokinler ve reseptorlerde
artig bildirilmistir (Dean ve ark., 2013; Rao ve ark., 2010; Soderlund ve ark., 2011).

Inflamatuar sistemin aktivasyonu ve mitokondriyal disfonksiyon arasindaki bu
potansiyel baglanti nod benzeri reseptér pirin alani igeren 3 (NLRP3) inflamazom
araciligr ile olabilir (Kim ve ark., 2015). Mitokondriye bagli ROS’un {iretiminin
artmasinin, norotrasmisyonda degisikliklere ve sitokinlerin aktivasyonuna neden olan
inflamazom olusumuna, kaspaz-1’in ve NLRP3’lin aktivasyonuna sebep oldugu
diistinilmektedir (Sigitova ve ark., 2016). BD hastalarin ham mitokondriyal
fraksiyonunda NLRP3 yiiksek seviyede oldugunu bulunmus ve bunun sebebinin bu
hastalarda kompleks 1 disfonksiyonunun bir sonucu olarak inflamazomun artmis

aktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir (Kim ve ark., 2016).
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ROS ve mitokondri hasar1 arasindaki iliskideki bir diger goriis ise psikiyatrik
hastaliklarda artmis ROS’un mitokondri hasarina yol agtigidir. BD veya SCZ
hastalarinin post mortem beyin g¢alismalarinda, periferik Orneklerde artmis protein
karbonilasyonu, nitrasyon, sistein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve DNA/RNA
oksidasyonunu gosteren c¢alismalarla birlikte SCZ ve BD’de artmis oksidatif stress
siklikla rapor edilmektedir (Andreazza ve ark., 2007, 2008, 2009; 2010; 2013; Brown
ve ark., 2014; Cui ve ark., 2007; Gawryluk ve ark., 2011; Kim ve Andreazza, 2012;
Kim ve ark., 2014; Moylan ve ark., 2014; Ng ve ark., 2008; Savas ve ark., 2006; Wang
ve ark., 2009). Artmis oksidatif stresin mitokondriyal proteinlerin hasarina katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Morris ve Maes, 2014). Ornegin, mitokondriyal ROS
hasari, mtDNA'da degisiklikler iretebilir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). Bununla
uyumlu olarak, BD ve SCZ hastalarinda mitokondriyal hastaligi olanlarin semptomlari
gostermediginde, beyin gorilintiileme teknikleriyle oOlgiilen azalmis metabolizma,
mitokondriyal proteinlerin gen expresyonundaki (lwamoto ve ark., 2005; Karry ve ark.,
2004; Sun ve ark., 2006) ve mtDNA polimorfizmindeki (Kenney ve ark., 2014;
Mamdani ve ark., 2014; Sequeira ve ark., 2015; Vawter ve ark., 2006) degisiklikler bu
hastaliklarin patofizyolojisinde mitokondriyal degisiklerin potansiyel varligin1 destekler
niteliktedir (Frey ve ark., 2007; Kato ve ark., 1993; Maurer ve ark., 2001).

Mitokondri ve bipolar hastalik arasindaki iligkiye dair bir diger goriis ise bu
iligkide kalsiyumun etkili oldugu yoniindedir. Mitokondri, sitoplazmadan kalsiyum
iyonlarmi (Ca*?) alma ve matrikste biriktirme yetenegine sahiptir. Ca*? ndronal
sinyalizasyonun ve biyoenerjitiklerin 6nemli fizyolojik modiilatorii olarak hizmet
vermektedir (Duchen, 2000; Ravagnan ve ark., 2002). Intraselliiler kalsiyum sinaptik
transmission, ndronal plastisite ve sagkalim ve norotoksisiteyi igceren birgok ndronal
fonksiyonu diizenlemektedir (Berridge ve ark., 2000; Fisar ve Hroudova, 2010).
Sitozolik Ca*? almimi ve salmimi temel mitokondriyal fonksiyonlara dahildir ve
hiicresel Ca*? sinyallerinin kontroliinde yer almaktadir. Mitokondriyal matriksteki
kalsiyum-fosfat kompleksi serbest Ca*?’lar1 korumakta ve sitozoldeki kalsiyum bagiml
siirecleri regiile etmektedir. Matrikste asir1 Ca*™? bulunmasi, oksidatif fosforilasyonun
inhibisyonu, TCA’nin inhibisyonu, ATP sentezinin azalmasi, ROS iiretiminin artmas,
sitozoldeki apoptojenik faktor ve kalsiyumun salinnmina sebep olan mitokondriyal
membran gegirgenliginin artisina neden olmaktadir (Fisar ve ark., 2016; Nicholls,

2009). BD’nin kalsiyum ve mitokondri hipotezi, niikkleer gen mutasyonlarinin neden
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oldugu mtDNA polimorfizmleri/mutasyonlar veya mtRNA delesyonlar1 ve Ca'*?
mitokondriyal disregiilasyonuna neden olabilmektedir ve BD semptomlarma yol
acabilecegi varsayillmaktadir (Kato ve Kato, 2000; Kato, 2008). Ayrica, elektron
mikroskop c¢alismalar1 bipolar bozuklukta beyindeki mitokondriyal biiyiiklikte ve
dagiimda olan degisiklikleri gostermislerdir. Bu degisikliklerin enerji agiklariyla
baglantili olabilecegi ve bu nedenle bipolar bozuklugu olan hastalarda hiicre
esnekliginde, direngte ve sagkalimda degisiklikler olusabilecegi diisiiniilmektedir
(Cataldo ve ark., 2010).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, uzun yillardir BD tedavisinde kullanilan lityum
tedavi edici etkisini beyinde elektron transport zinciri tizerinde gosteriyor olabilir. Bu
yiizden bu ¢aligmada lityumun beyin sag prefrontal kortekste komleks 1, 2, 3 ve ATP-

sentazin iizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlar:
Yapilan hayvan deneyinde her biri 200-250 gram olan total 30 yetiskin erkek

albino wistar rat kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Santrifiij cihaz1 (Jouan C4i, Cat no: 11177560)

Dondurucu (-80 °C) (NUAIRE Ultra-Low Freezer, Model no: Nu-6420E)
Spektrofotometre cihazi (SHIMADZU, UV-160A)

Sonikatér (METU electromechanical, Serial No. 30607, Germany)
Mikropipet

Benmari (Kotterman, Sertifika no: M14-11-19187)

Vorteks (Mindaus, VM3)

Magnetik karistirict (IKA® RCT IKAMAG)

pH Metre (Mettler Toledo MP220)

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sucrose (Sigma; CAS Number 57-50-1)

EDTA (Carlo Erba Reagenti; CAS Number 6381-92-6)
Trizma Base (Merck; CAS Number 77-86-1)

Albumin Standard (Sigma; CAS Number 9048-46-8)
CuS04.5H20 (Merck; CAS Number 7758-99-8)

Na-K tartarat (Merck; CAS Number 6381-59-5)

NaOH (Sigma; CAS Number 1310-73-2)

Folin Reagent (Sigma; F9252)

Na.,COs (Merck; CAS Number 497-19-8)
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi ve Uygulamalar

B.30.2.0DM.0.20.09.00-050.04-24 nolu etik kurul onayir alinarak “Lityumun
Beyin Dokusunda Kompleks 1, 2, 3 ve ATP-Sentaz Uzerine Etkisi” isimli tez
calismasin1  gergeklestirebilmek i¢in Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Midiirligin’den (DEHAM) her biri 200-250 gram olan total 30 yetiskin erkek albino
wistar rat temin edildi ve hayvan deneyinde kullanildi. Ratlarin bulunduklari ortam
ticari olarak elde edilmis rat pelletleriyle (Bil-Yem Co, Ankara, Turkey) ve igme suyu
olarak distile su ile istedikleri zaman beslenebilecekleri sekilde ayarlandi. Deney
ortaminda aydinlatma 12 saat giindiiz ve 12 saat gece olarak programlandi ve sicaklik
22+1 °C olarak sabitlendi. Deneye katilacak ratlar 1. Grup (n=10, kontrol grubu) ve 2.
grup (n=20, lityum grubu) olmak {izere 2 gruba ayrildi. 1. Gruba (n=10, kontrol grubu)
1 ml intraperitoneal salin soliisyonu verildi. 2. gruba (n=20, lityum grubu) salin
soliisyonunda ¢oziilmiis sekilde 0,5 ml, 100 mg/kg, lityum intraperitoneal yoldan
verildi. Tiim ratlara yukaridaki prosediir 30 giin boyunca sabah 8-10 arasinda uygulandi.
Deneyin son giiniinde ratlara sabah 8-10 arasinda, S5cc ketamin HCI (50mg/ml) ile
anestezi uygulamasi yapildi. Salin ile reperfiizyonu takiben biitiin ratlar dekapite edildi
ve beyin dokusunda sag prefrontal korteks biyokimyasal analizler i¢in alindi. Calisma

giinline kadar -80 °C’de (NUAIRE Ultra-Low Freezer Model no: Nu-6420E) saklandi.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu

Alinan sag prefrontal korteks likid nitrojen ile homojenize edildi ve SET buffer
(250 Mm sukroz, 2 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), 10 Mm tris-baz pH 7.4)
icine konuldu, -80 °C’de (NUAIRE Ultra-Low Freezer Model no: Nu-6420E) saklandi.
Calisma giinii homojenatlar +4 °C’ de 220 V’da on dakika sonikasyon yapildi (METU
electromechanical, Serial No. 30607, Germany). Son olarak 3000 g’ de +4 °C, 5 dakika
santrifiij (Jouan C4i Cat no: 11177560) islemi yapildi. Siipernatant kismi1 biyokimyasal

analizler i¢in ayrildi.
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3.2.3. Kompleks 1 Ol¢iimii:

Kompleks 1 6l¢iimii Cayman’s Mitochek® complex | Activity Assay Kit,
(Cayman CHEMICAL Batch: 0485111) kullanilarak yapildu.

Test prensibi: NADH oksidasyon hizi, 340 nm absorbansda bir azalma olarak

Olctliir ve bu azalma kompleks 1’in aktivitesi ile oranlitilir.
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Sekil 3. Cayman’s Mitochek® kompleks 1 aktivite test kiti ile dlgiilen kompleks 1 tarafindan
katalizlenen reaksiyon. (Cayman CHEMICAL Batch: 0485111°dan alinmistir).

Test prosediiriine gore, A ve B olmak iizere 2 tiip hazirlandi. Tiip A igerisine
4,550 ul complex-1 activity assay buffer, 100 pl; 100 mM KCN, 250 ul FF-BSA assay
reagent, 100 ul bovine heart mitochondria assay buffer konuldu. Tiip B igerisine 3,125
ul complex-1 activity assay buffer, 150 ul NADH assay reagent, 100 pl ubiquinone
assay reagent konduldu. Her bir kuyucuga 50 ul tiip A karigimi, 20 pl ratlardan alinan
ornekler (kontrol grubu ve lityum grubu), 30 ul tip B karisimi ilave edildi ve 25 °C’de
340 nm’de 15 dakika boyunca her 30 saniyede UV spektrometrede (SHIMADZU, UV-
160A) olgtiimler yapildi. Dakikadaki absorbans degisimi (AA/dk) hesaplandi.

3.2.4. Kompleks 2 Ol¢iimii:

Kompleks 2 6lgiimii Cayman’s Mitochek® complex II Activity Assay Kit
(Cayman CHEMICAL Batch: 0485112) kullanilarak yapildu.

Test prensibi: Kompleks 2 siiksinati okside eder, elektronlar bir ubikinon
analoguna ve daha sonra da oksitlendiginde 340 nm’de absorbe olan
diklorofenolindofenol (DCPIP)'e iletilir. DCPIP’in absorbansi indirgenme ile azalir.

Kompleks 2’nin aktivitesi 600 nm absorbansdaki bu azalma ile 6lgiiliir.
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Sekil 4. Cayman’s Mitochek® kompleks 2 aktivite test kiti ile dl¢iilen kompleks 2
tarafindan katalizlenen reaksiyon. (Cayman CHEMICAL Batch:
0485112’dan almmustir).

Test prosediiriine gore, A ve B olmak {izere 2 tiip hazirlandi. Tiip A igerisine
4,780 ul complex-2 activity assay buffer, 100 ul bovine heart mitochondria assay
buffer, 10 pl; 1 mM rotenone, 100 ul;100 mM KCN, 10 pl; 10 Mm antimycin A
konuldu. Tiip B igerisine 2,435 pl complex-2 activity assay buffer, 40 ul succinate assay
reagent, 100 ul ubiquinone assay reagent, 800 ul DCPIP assay reagent konduldu. Her
bir kuyucuga 50 pl tiip A karisimi, 20 pl ratlardan alinan 6rnekler (kontrol grubu ve
lityum grubu), 30 ml tip B karisimi ilave edildi ve 25 °C’ de 600 nm’de 15 dakika
boyunca her 30 saniyede UV spektrometrede (SHIMADZU, UV-160A) ol¢iimler
yapildi. Dakikadaki absorbans degisimi (AA/dk) hesaplandi.

3.2.5. Kompleks 3 Ol¢iimii

Kompleks 3 6lgiimii Cayman’s Mitochek® complex II/111 Activity Assay Kit
(Cayman CHEMICAL Batch: 485113) kullanilarak yapildi.

Test prensibi: Bu kit komples 3 tarafindan katalize olan sitokrom c¢’nin
indirgenmesini Olger. Bu olglimiin dogrulugu i¢in QH2 olusumu igin gerekli olan

stiksinat ko-enzim Q oksidorediiktaz (kompleks 2) eslestirilmistir.
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Sekil 5. Cayman’s Mitochek® kompleks 2/3 aktivite test kiti ile 6l¢iilen kompleks 2 ve
kompleks 3 {in birlestirilmis reaksiyonu. (Cayman CHEMICAL Batch: 485113’dan

alinmigtir).

Test prosediiriine gore, A ve B olmak iizere 2 tiip hazirlandi. Tiip A igerisine
4,790 pl complex-2/3 activity assay buffer, 100 ul bovine heart mitochondria assay
buffer, 10 ul; 1 mM rotenone, 100 pl;100 mM KCN konuldu. Tiip B igerisine 3,035 pl
complex-2/3 activity assay buffer, 40 ul succinate assay reagent, 300 ul cytochrome c
assay reagent konduldu. Her bir kuyucuga 50 pl tiip A karisimi, 20 pl ratlardan alinan
ornekler (kontrol grubu ve lityum grubu), 30 ul tip B karisimu ilave edildi ve 25 °C’de
550 nm’de 15 dakika boyunca her 30 saniyede UV spektrometrede (SHIMADZU, UV-
160A) olgtiimler yapildi. Dakikadaki absorbans degisimi (AA/dk) hesaplandi.

3.2.6. ATP-Sentaz Ol¢iimii

ATP-Sentaz 6lgiimii Cayman’s Mitochek® complex V Activity Assay Kit
(Cayman CHEMICAL Batch: 0485114) kullanilarak yapildu.

Test prensibi: Test yapilmadan 6nce mitokondri izolasyonu yapilmistir. Bu test,
ATP-sentaz ile ATP’t ADP’e doniistiiriir. ADP sonra piirivat kinaz tarafindan
kullanilir, piirivat kinaz fosfoenolpiirivatin piirivata donistiilmesini saglar ve bu duruma
ATP iiretimi eslik eder. Laktat dehidrogenaz ve NADH varliginda piirivat laktata,
NADH ise NAD"’ya indirgenir. NADH oksidasyon hizi 340 nm’de gozlemlenebilir.
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Sekil 6. Cayman’s Mitochek® ATP-sentaz aktivite testinin reaksiyon semasi. (Cayman
CHEMICAL Batch: 0485114°dan alinmustir).

Mitokondri izolasyonu:

Mitokondri  izolasyonu, = Mitochondria  Isolation  Kit for  Tissue
Abcam (ab110169/MS851) kullanilarak yapilmistir. Mitokondri izolasyonu igin
homojenatlar +4 °C’de 1.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve Stipernatanlar alinip,
pelletler atildi. Stipernatanlar yeni tiiplere transfer edildi ve biitiin tiipler 500 pl
izolasyon buffer ile dolduruldu. Tiipler +4 °C’ de 12.000 g’de 15 dakika sanrifiij edildi
ve siipernatanlar atilip, pelletler toplandi. Biitiin pelletlere 250 ul izolasyon buffer ilave
edildi ve +4 °C’de 12.000 g’de 15 dakika sanriflij islemi uygulandi. Santrifiij islemi
sonrast pelletler toplandi ve tekrar 4 °C’ de 12.000’g de 15 dakika sanrifiij edildi.
Siipernatanlar uzaklastirilip, pelletler toplandi ve lizerlerine 250 pl izolasyon buffer
ilave edildi.

ATP-sentaz 6l¢iim kiti prosediiriine gore, A ve B olmak iizere 2 tiip hazirlandu.
Tip A igerisine 4,890 ul ATP-Sentaz activity assay buffer, 100 upl bovine heart
mitochondria assay buffer, 10 ul; 1 mM rotenone konuldu. Tiip B igerisine 3,175 pl
ATP-Sentaz activity assay buffer, 100 ul complex-V ATP reagent, 100 ml ATP-Sentaz
NADH reagent konduldu. Her bir kuyucuga 50 ul tiip A karisimi, 20 ul ratlardan alinan
ornekler (kontrol grubu ve lityum grubu), 30 ml tiip B karisimu ilave edildi ve 25 °C’de
340 nm’de 15 dakika boyunca her 30 saniyede UV spektrometrede (SHIMADZU, UV-
160A) 6l¢tim yapildi. Dakikadaki absrbans degisimi (AA/dk) hesaplandi.
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3.2.7. Protein Miktar1 Tayini

Protein miktar1 tayini i¢in Lowry yontemi kullanildi. Bu yontemde alkali
ortamda bakir iyonu (Cu*? ) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve
Cu*Y’e indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin,
triptofan ve sistein aminoasitleri folin reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden
olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 550 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiiliir (Lowry ve ark., 1951).

Reaktiflerin Hazirlanisi:

1-Solusyon A : %2 Na2COs:

2 gram NaxCOs tartilip bir miktar distile suda ¢6zilindiikten sonra balon joje
icerisinde 100 ml’ye tamamlandi

2- Solusyon B: %1 CuS04.5H,0:

1 gram CuS04.5H20 tartilip bir miktar distile suda ¢6ziindiikten sonra balon
joje icerisinde 100 ml’ye tamamlandi.

3- Solusyon C : %2 Na-K tartarat:

2,6596 gram 4 sulu Na-K tartarattan tartilip bir miktar distile su ile
¢oOziindiikten sonra balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.

4- Complex Forming Reagent:

Solusyon A, B, C ‘den 100:1:1 oraninda karistirilarak hazirlandu.

5- 2N NaOH:

8 gram NaOH tartilip bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra balon joje
icerisinde 100 ml’ye tamamlandi.

6- 1N Folin Reagent:

2N folin reagent stogundan 50 ml alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

7- Albumin Standarti: 4 mg/mi

%30’luk sigir serum albumin ana stogundan 0,067 ml alimip 50 ml’ye
tamamlandi ve elde edilen 4 mg/ml albuminden diliisyon yontemi ile standartlar
hazirlandi.

Orneklerden ve standartlardan 0,1 mL almarak tiiplere konuldu. Kér tiipiine
ise 0,1 mL saf su koyuldu. Tiim tiiplere 0,1 ml; 2N NaOH eklendi. Tiipler 100 °C’ de su
banyosunda 10 dakika bekletildi ve daha sonrasinda su banyosundan alinarak oda
1s1sina gelmesi beklendi. O da 1sisma gelen tiiplere 1ml complex forming reagent
(100:1:1 oranida %2 Na2COs; %1 CuSO4.5H.0; %2 Na-K tartarat) eklendi ve oda

38



1sisinda 10 dakika bekletildi. Tiiplere 0,1 ml folin reagent ilave edilip tiipler karistirildi
ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra absorbanslar 550 nm’de kore karsi
okundu. Sonuglar g/dl olarak verildi.

Kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz aktivitesi Ol¢iim sonuglar1 (AA/dk)
/(gprotein/dl) seklinde verilmistir.

3.2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler SPSS 15.0 bilgisayar paket programina aktarilarak, istatiksel
degerlendirmeler yapilmistir.

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk Normal Dagilima
Uygunluk Testi ile degerlendirildi. Bu degerlendirilme sonrasinda kompleks 2 (C2) ve
ATP-sentaz (C5) in normal dagilima uydugu, kompleks 1 (C1) ve kompleks 3 (C3)’iin
normal dagilima uymadigi saptandi. Logaritmik doniisiim sonras1 C1 ve C3 degerlerinin
de normal dagilima uydugu saptandi. Bu nedenle 6l¢iimle belirtilen C1, C2, C3 ve C5
degerleri acisindan gruplar (kontrol ve lityum) arasinda istatistiksel fark olup olmadigi
parametrik bir test olan Bagimsiz Gruplarda t testi (Student t testi) ile saptandi.
Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Merkezi o&lgiitler

aritmetik ortalama + standart sapma olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz Olciim Sonuclar

Tablo 3. istatiksel degerlendirme

Ortalama Standart

Gruplar | Deger Sapma p
C1 (AA/dk) Kontrol 8.088 45873 0,674 >0,05
/(gprotein/dl) ; '

Lityum 8,759 4,8843
C2 (AA/dk) Kontrol 8.866 5 5344 0,365 >0,05
/(gprotein/dl) ; '

Lityum 6,272 2,9822
C3 (AA/_dk) Kontrol 11,215 26847 0,001 <0,01
/(gprotein/dl)

Lityum 17,089 6,8249
C5 (AA/_dk) Kontrol 40,923 10,5224 0,373 >0,05
/(gprotein/dl)

Lityum 37,204 14,4800

Kontrol ve lityum gruplarinin C1, C2 ve C5 degerleri karsilastirildiginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamistir. Bununla birlikte

lityum grubunun C3 degeri ortalamasi (17,089+ 6,8249) kontrol grubunun C3 degeri

ortalamasindan (11,215+ 2,6847) istatistiksel olarak anlamli daha yiikksek bulunmustur
(p<0,01). (Tablo 3)
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5. TARTISMA

Bu giine kadar lityumun beyinde mitokondri iizerine etkisini arastiran ¢ok az
caligma bulunmaktadir ve bu konu hala tam olarak aydinlatilamamistir (Manji ve ark.,
2011;Scola ve ark., 2013) Ayrica farkli dokularda farkli yontemler kullanilarak yapilan
calismalarda birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir (Andreazza ve ark., 2010;
Corena-McLeod ve ark., 2013; Maurer ve ark., 2009; Rafael ve ark., 2015; Tan ve ark.,
2012; Valvassori ve ark., 2010). Bu konunun aydinlanmasina yonelik yaptigimiz
calismada lityumun ratlarda beyin sag prefrontal kortekste C1, C2 ve C5 lizerine etkisi
olmadigini bununla birlikte C3 aktivitesini artirdigini tespit ettik.

Bipolar hastaligin ortaya c¢ikisi ve mitokondriyal bozukluklar arasindaki
iliskiye dair bulgularin artmasi, arastirmacilari lityumun tedavi edici etkisinin
mitokondrideki elektron transport zincirinde bu bozukluklart diizelterek gosterme
ihtimali tizerinde galismaya yonlendirmistir. Lityumun, kompleks 1 iizerinde selektif
inhibisyon 0zelligi olan 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP*) ve rotenonun etkisini
engellendigini gosteren calismalar bulunmaktadir (King ve ark., 2001; King ve Jope
2005; Lai ve ark., 2006). Bununla birlikte biz ¢alismamizda lityum kullanilan grupta
kompleks 1 aktivitesinde herhangi bir degisiklik bulamadik. Yapilan bu ¢alismalar insan
noroblastoma SH-SY5Y hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilmistir (King ve ark., 2001; King
ve Jope 2005; Lai ve ark., 2006). Lityumun MPP* etkisini engelledigini gosteren
caligmada 0, 5, 10 ve 20 mM lityum kullanilirken (King ve ark., 2001), rotenonun
etkisinin engelledigini gosteren g¢alismalarin birinde 20 mM lityum (King ve Jope
2005), bir diger calismada 1 mM lityum (Lai ve ark., 2006) kullanilmistir. Yapilan bu
caligmalar ile bizim calismamiz arasinda ki fark, c¢alismalarin hiicre kiiltiiriinde
gerceklestirilmis olmasidir. Ayrica kullanilan lityum dozlar1 her bir ¢calismada ve bizim
calismamizda farklidir. Kullanilan ila¢ dozlarinin etkisini gosteren baska bir ¢calismada
ise post mortem prefrontal korteksler lityum ile muamele edilmis ve sonuglar kontrol
grubu ile karsilagtirilmistir. 1 mM lityum kullanildiginda kompleks 1+3 aktivasyonun
onemli Olgiide artmis oldugu ve 5-7 mM lityum kullamiminda ise az da olsa 1+3
aktivitesinde azalma oldugu rapor edilmistir (Maurer ve ark., 2009). Lityumun
mitokondri {izerine etkisini arastirmada bir diger yaklasim ise kandaki 16kosit
mitokondri aktivasyonunu degerlendirmek olmustur. Ciinkii periferik hiicrelerdeki
mitokondriyal ETC'nin diger dokularda benzer aktivitede oldugu (Chretien ve ark.,
1994) ve lokosit ETC aktivitesinin norolojik bozukluklarda beyin aktivitesinin bir
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isareti olarak yaygin olarak kullanilmakta oldugu (Ghiasi ve ark., 2012)
bildirilmektedir. Bu nedenle 16kositlerde gozlemlenen ETC degerlerinin, beyindeki
ETC aktivitesini yansitma ihtimalinin yiiksek oldugu disiiniilmiistiir. 25 BD hastasina 6
hafta boyunca 450 mg/giin LiCOz ile tedavi edilmesinin ETC komplekl’in
aktivasyonunu yaklasik olarak % 65 oraninda artirdigi ve bu artisin plazma lityum
seviyeleri ile pozitif korelasyona sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte bu tedavi
sonucunda lityumun diger ETC komplekslerinin (kompleks 2, 3 ve 4) aktivasyonunu
degistirmedigi rapor edilmistir (Rafael ve ark.,, 2015). Bu c¢alismanin 16kosit
mitokondride gerceklesiyor olmasi ve tedavi i¢in kullanilan lityum dozlarinin farkliligi,
sonuglarimizin farkli olusuna sebep olabilir.

Lityumun kompleks 1 aktivasyona artirdigina yonelik ¢alismalar bulunmasina
ragmen bizim c¢alismamiza paralel sekilde lityumun kompleks 1 iizerine etkisinin
olmadigini ileri siiren ¢aligmalarda mevcuttur. (Andreazza ve ark., 2010, Tan ve ark.,
2012) Andreazza ve arkadaslari (2010) tarafindan yapilan ilk ¢alismada her birinde
15’er 6rnek bulunan BD, MDD, SCZ hastasinin post mortem prefrontal korteks dokusu
kullanilmis ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda BD grubunda kompleks 1
aktivitesinde ve NDUSF7 seviyesinde dikkate deger sekilde azalma oldugu rapor
edilmistir. Yapilan ileri analizde lityumun kullanan ve kullanmayan hastalar
karsilastirildiginda komleks 1 aktiviteleri ve NDUSF7 ekspresyonlarin agisindan fark
olmadig goriilmiistiir. Ikinci calismada ise erkek Sprague-Dawley rat kullanilmis ve 21
giin boyunca yemlerine %0.24 (w/w) oraninda lityum ilave edilerek beslenmis ve
deneye baglandiktan 8 giin sonra giinde 2 defa olmak tlizere 2 mg/kg d-AMPH
intraperitoneal olarak uygulanmistir. Ratlarin prefrontal kortekleri lizerinde yapilan bu
calisma sonucunda lityumla yapilan kronik tedavinin kompleks 1’in bazal aktivitesi
veya d-AMPH tarafindan artirilmis kompleks 1’in aktivitesi tizerinde herhangi bir etki
olusturmadigi gézlenmistir (Tan ve ark., 2012).

Kompleks 2 ile yapilan ¢ok az ¢alismada da lityumun kompleks 2 iizerine etkisi
konusunda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Ratlara 14 giin boyunca d-AMPH
uygulanarak yapilan bir ¢aligmada lityumun prefrontal korteks, hipokampus ve striatum
tizerine etkisi degerlendirilmistir. d-AMP tarafindan olusturulan kompleks 2
aktivitesinde ki azalmaya sonradan verilen lityumun herhangi bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte ayn1 calismada lityumun Onceden verilmesinin ise

beynin Ozellikle prefrontal korteks ve striatum bolgesinde komplek 2’nin azalmasini
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engelledigi belirtilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak lityumun beyinde farkli
bolgelerinde farkli etki gosterebilecegi diistintilmustir. (Valvassori ve ark., 2010).
Baska bir ¢alismada ise kompleks 2 {izerine lityumun etkisinin esas olarak doz bagiml
oldugu lityumun 1 mM dozlarinda aktivitede herhangi bir degisiklik gézlenmezken 5
mM doz uygulanmasinda aktivitenin %220 arttigi bulunmustur. Daha yiiksek lityum
konsantrasyonlarinda ise kompleks 2 aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Maurer ve
ark., 2009). Bununla birlikte bu konunun aydinlanmasi i¢in daha ileri ¢aligmalar
yapilmasinin gerekliligi agiktir.

Bizim c¢alismamizdan elde edilen en onemli veri, lityum kullanimi sonrasi
kompleks 3 aktivitesinde belirgin artisin gozlenmis olmasidir. Kompleks 3 veya bc-1
kompleks, koenzim Q’nun oksidasyonu araciligi ile sitokrom ¢’ nin indirgenmesinin
katalizi ve 4 protonun intermembrandan mitokondriyal matrikse es zamanli olarak
pompalanmasi ile iligkilidir (Nelson ve Cox, 2005). Kompleks 3’{in yapisinda bulunan
UQCRC1 ekspresyonundaki azalmalar depresyon hastalarinin post mortem PFC beyin
dokusunda gosterilmistir (Seo ve ark., 2010). Bu bulgu BD ve diger duygudurum
bozukluklarinda kompleks 3’iin etkisi konusunda daha ayrintili arastirmalar i¢in yol
gosterici olabilir. En son yapilan bir ¢alismada 4 adet erkek Sprague-Dawley rat
kullanilmis, 28 giin boyunca 22 mg/kg lityum intraperitoneal olarak verilmistir ve
lityumun kompleks 3’deki UQCRCL1 fosforilasyonunun arttigi gozlenmistir (Corena-
McLeod ve ark., 2013). BD ve patofizyolojisine dair ¢alismalarda iizerinde durulan bir
diger konu ise artmis oksidatif stresin BD nin ¢ikisinda etkili oldugu yoniindedir. Post
mortem beyinde veya periferal kan orneklerinde yapilmis ¢alismalarda BD hastalarinda
artmis oksidatif stres bildirilmistir (Andreazza ve ark., 2008, 2010; Machado-Vieira ve
ark., 2007). Oksidatif stresin ana kaynagmin elektron transport sisteminin oldugu
distintilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2007; Adam-Vizi ve Starkov, 2010) ve
kompleks 3’tin de Q siklusuda olusan ubisemiquinonun oto-fosforilasyonuyla major
olarak O2" tiretmektedir (Sun ve Trumpower, 2003). Bipolar disorder ve oksidatif
stres arasindaki iliski komleks 3 aktivitesinde meydana gelen degisiklige bagli olabilir
ve lityum tedavi edici etkisini bu komplesin aktivitesini artirarak gosteriyor olabilir.

BD hastalarinda yapilan mikroarray ve real-time PCR ¢aligmalarinda (Iwamoto
ve ark., 2004) ve post mortem hipokampusta yapilan calismalarda (Konradi ve ark.,
2004) ATP-sentazin altbirimlerini kodlayan birgok mRNA'nin expresyonunun azaldigi
rapor edilmistir. Sun ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada (2006), BD hastalarinin
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postmortem prefrontal korteksinde ATP-sentazin alt {initelerini (ATP5C1, ATP5J ve
ATP5G3) kodlayan 3 genin azaltilarak diizenlendigi gosterilmistir. Ek olarak
disfonksiyonal mitokondrinin ATP iiretimi agisindan daha az verimli, ROS'un {iretimi
acisindan daha ¢ok verimli oldugu ve bu durumun BD'de goriillen oksidatif
dengesizligin onemli bir kaynagi oldugu disiiniilmektedir (Andreazza ve ark., 2007,
2010; Frey ve ark., 2006a,b; Machado-Vieira ve ark., 2007; Savas ve ark., 2006).
Literatiirdeki bir¢ok kanit da BD hastalarinda ROS ile olusturulan hasari ortaya
koyarak bu yone isaret etmektedir (Scani ve ark., 2016). Bununla birlikte BD’da ATP
seviyeleri konusunda tam bir fikir birligi de bulunmamaktadir ve degisiklik olmadigina
dair ¢aligmalarda bulunmamaktadir (Deicken ve ark., 1995; Hamakawa ve ark., 2004;
Kato ve ark., 1993). Lityumun ATP-sentaz {izerinde etkisi konusunda ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Literatiir taramasinda tek bir calismaya rastlanmistir. Yapilan bu
caligmada lityum ile tedavi sonrast mitokondriyal fonksiyonla ilgili olarak, ATP6V1A
ve ATP6V1B2 igeren proteinlerin fosforile olduklart gozlemlenmistir (Corena-McLeod
ve ark., 2013). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise lityum ile tedavi sonrasinda rat sag

prefrontal kortekste ATP-sentaz aktitivetesinde herhangi bir degiskilik tespit etmedik.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak biz bu ¢alismada lityumun beyin dokusunda sag prefrontal
kortekste kompleks 3 aktivitesini yiikseltigini ve kompleks 1, 2, ve ATP-sentaz iizerine
etkisi bulunmadigini tespit ettik. Bununla birlikte ileride yapilacak ¢alismalarin 6l¢tim
teknigi olarak daha ileri 6l¢tim tekniklerinin kullanilarak insanlarda periferik kandaki
hiicrelerde yapilmasi ve bu bulgularin dogrulanmasi gerektigi de agiktir.
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