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OZET

OLANZAPININ BEYIN DOKUSUNDA MITOKONDRIi KOMPLEKS 1, 2,3 VE
ATP-SENTAZ UZERINE ETKIiSi

Amag: Olanzapin, atipik antipsikotik olarak adlandirilan tibbi ilag grubuna dahildir.
Olanzapinin primer antimanik ve antipsikotik etkisi muhtemelen beynin o6zellikle
mezolimbik yolagindaki dopamin D2 ve serotonin 5HTza reseptorlerinin bloke
edilmesiyle diizenlenir. Bununla birlikte, bipolar bozukluk ve sizofrenili hastalarda,
enerji metabolizmas1 bozuklugu veya mitokondriyanin bozulmasi bozukluklarda sik
goriilmektedir. Olanzapinin beynin mitokondrial reseptoriinde terapétik potansiyele
sahip olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, bu ¢alisma, olanzapinin
mitokondriyal kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz iizerindeki etkilerini, siganlarin beyin
sag frontal korteks dokusunda incelemeyi amaglamaistir.

Materyal ve Metot: Yaptigimiz ¢alismada, 30 adet eriskin wistar-albino rat kullanildi.
Deneysel olarak ratlar kontrol grubu ve olanzapin grubu olmak ftizere iki gruba ayrildi.
30 giin boyunca olanzapin ve salin soliisyonu intraperitoneal olarak uygulandi. Deney
sonunda ratlar dekapate edildi. Beyin sag prefrontal korteksleri SET buffer (250 mM
sukroz, 2 mM EDTA, 10 mM tris-baz pH 7.4) i¢ine alindi. Homojenizasyon islemi
biyokimya laboratuvarinda yapildi. Homojenatlar biyokimyasal analizler i¢in alindu.
Kitler kullanilarak mitokondri kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz aktivitesi ve ayni
zamanda Lowry metodu kullanilarak protein miktar1 6l¢iildii.

Bulgular: Istatistiksel analiz sonuglarma gore, kontrol ve olanzapin gruplari arasinda
kompleks 1, 2, 3, ve ATP-sentaz aktivitelerinde herhangi bir degisiklik gériilmedi.
Sonu¢: Sonug olarak, olanzapin tedavisinin, siganlarin beyin dokularindaki elektron
tasima zincirinin kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz aktivitesinde herhangi bir degisime
yol agmadig1 gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Atipik antipsikotik; Elektron transport zinciri; Mitokondri;
Olanzapin.

Taner ilker GUMRUKCUOGLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ekim-2017



ABSTRACT

THE EFFECT OF OLANZAPINE ON MITOCHONDRIA COMPLEXES 1, 2, 3
AND ATP-SYNTASE IN BRAIN TISSUE

Aim: Olanzapine belongs to the group of medicinal drugs called atypical
antipsychotics. The primer antimanic and antipsychotic effect of olanzapine are likely
regulated by the blockade of dopamine D2 and serotonin 5SHT 4 receptors particularly in
the mesolimbic pathway in the brain. In addition, a distubance of energy metabolism or
disfunction of mitochondria in patients with bipolar disorder and schizophrenia are
observed frequently in these disorders. It is exactly unknown whether olanzapine may
have theropeutic potential on mitochondrial respiration in the brain cells. For this
reason, the present study aims at examining the effects of olanzapine on mitochondrial
complex 1, 2, 3 and ATP-synthase in the brain right frontal cortex tissues of rats.
Material and Method: In our study, 30 adult wistar-albino rats were used.
Experimentally, rats were divided into two groups: control and olanzapine groups.
Olanzapine and isotonic saline solution were administered intraperitoneally for 30 days.
At the end of the experiment, the rats were decapitated. Brain right prefrontal cortices
were taken into SET buffer (250 mM sukroz, 2 mM EDTA, 10 mM tris-base pH 7.4).
Homogenization was then carried out in biochemistry laboratory. Supernatant fraction
from homogenate containing mitochondria parts were taken for biochemical analyzes.
Mitochondria complex 1, 2, 3 and ATP-synthase were measured by using kits and
protein amount was measured by using Lowry method.

Results: According to statistical analyse results, no statistical alteration was observed
for studied parameters complexes 1, 2, 3 and ATP-synthase activities between the
control and olanzapine groups.

Conclusion: The present results show that olanzapine treatment does not lead to any
changes in complexes 1, 2, 3 and ATP-synthase activity of the electron transport chain
in brain tissues of rats.

Keywords: Atypical antipsychotics, Electron transport chain; Mitochondria;

Olanzapine.

Taner ilker GUMRUKCUOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, October-2017



SIMGELER VE KISALTMALAR
3D: Ug boyutlu
ADP: Adenozin difosfat
ATP: Adenozin trifosfat
A: Angstrom
BPRS: Brief Psychiatric Rating Scale-Kisa Psikiyatrik Degerlendirme Olgegi
CuS0O4.5H,0: Bakar(Il) siilfat pentahidrat
D2: Dopamin reseptorii Tip 2
DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-Mental Bozukluklarin
Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi
DCPIP: Diklorofenolindofenol
EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit
EPS: Ekstrapiramidal sendrom
ETZ: Elektron transport zinciri
FAD: Flavin adenin diniikleotit
FDA: U.S. Food and Drug Administration Amerikan Gida ve ilag Dairesi
FMN: Flavinmononiikleotit
ICD: International Classification of DiseasesUluslararasi Hastalik Siniflandirmasi
Imm: i¢ mitokondriyal membran
IM: intramiiskiiler
kDA: Kilodalton
KoQ: Koenzim Q
K1: Kompleks 1
K2: Kompleks 2
K3: Kompleks 3
K4: Kompleks 4
K5: ATP sentaz
mtDNA: Mitokondriyal genom
Na,COj3: Sodyum karbonat
Na-K: Sodyum-potasyum
NaOH: Sodyum hidroksit

Vi



SANS: Scale for the Assessment of Positive Symptoms-Pozitif Belirtileri
Degerlendirme Olgegi
SAPS: Scale for the Assessment of Positive Symptoms-Pozitif Belirtileri

Degerlendirme Olgegi
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1. GIRIS

Olanzapin, bir klozapin tiirevi olarak ilk basta 1982 yilinda iiretilmistir. O tarih
itibariyle onaylanmis olan T{giincli atipik antipsikotik ila¢ olarak tarihe gec¢mistir.
Olanzapin, sizofreni ve bipolar bozuklukta giiglii ve etkili olan atipik antipiskotik bir
ilactir (Yiksel, 2003). Sizofreni hastaligimin pozitif belirtilerinde olanzapin de
haloperidol ile ayni etkiye ulasirken, negatif belirtiler {izerinde ise etkileri daha da
basarilidir. Ekstrapramidal belirtilere asla neden olmazlar. Olanzapin, sizofreni
tedavisindeki segilecek olan ilk ilag durumundadir. Clinkii sizofreni tedavisi antipsikotik
ilag esashidir. Fakat bilim insanlari, psikofarmakolojik tedavilerle baska tedavilerin

birlikte daha faydali oldugunu disiinmektedirler (Evren, 1998).

Olanzapin, sizofrenide pozitif ve negatif semptomlarin ilk segenek tedavisinde,
relapslarin tedavisinde, tipik antipsikotik ilaglarla yan etki goriilen hastalarin yeniden
stabilizasyonunda, relapslarin 6nlenmesi i¢in uzun dénem idame tedavisinde tercih

edilir (Giilseren ve Erol, 2000).

Olanzapin, limbik bolgelerdeki A10 noronlarindaki D2’yi bloke etmektedir.
Ayrica olanzapin serotonin (5-hidroksitriptamin veya 5-HT) 2A reseptorlerini de bloke
etmektedir, bu yiizden olanzapinin bulundugu atipik antipsikotik ilaglara serotonin-
dopamin antagonistler olarak da adlandirilabilir (Kéroglu ve Giileg, 2007). Olanzapinin
terapotik etki ile reseptor etkisi iligkileri su sekilde agiklanabilir; mezolimbik yolakta
D2 reseptor blokaji ile pozitif semptomlar: azaltirlar, mezokardial yolakta dopamin
salimiminin artis1 ve SHT-2A reseptor blokaji ile negatif semptomlar1 azaltirlar. Diger
reseptorlere baglanma oOzellikleri, sizofrenideki kognitif, agresif ve depresif
semptomlar1 tedavi etmedeki etkinliklerine katkida bulunuyor olabilir (Giilseren ve
Erol, 2000).

Sizofreni ve bipolar bozukluk ile mitokondri arasindaki iligkinin, olanzapin etki
mekanizmasinin beyindeki elektron transport zinciri yiizeyine tesir ederek iyilestirici
etkisini gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Bu yiizden, ¢alismamizda alinan sag
prefrontal kortekste olanzapinin kompleks 1(K1), 2(K2), 3(K3), ve 5 (ATP-sentaz)

tizerine ne tiir bir etki yapacag arastirilarak hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondri ve Oksidatif Fosforilasyon

2.1.1. Mitokondri

Mitokondri, biitiin 6karyot hiicrelerin sitoplazmasi igerisinde 0.5-1um ¢apinda
cubuk sekilli ya da yuvarlak sekilli olarak bulunan organellerdir. Ilk olarak 19. yiizyilin
sonlarinda  kesfedildiklerinde, 151tk  mikroskobunda tanecikler (condria) ve
filamentler (mitos) gibi goriindiikleri i¢in Latince mitochondria ismini almigslardir.
Mitokondri izolasyon teknikleri 1940’larin sonlarinda gelistirilmis olup, mitokondri
organelinin 3D yapisi, ilk olarak 1950°li yillarinda elektron mikroskopisi kullanilarak
gosterilmistir (Palade, 1952; Sjostrand, 1953).

Mitokondri, iki ayrt membran sistemine sahiptir. Bunlar; dig membran ve ig
membrandir. I¢ membran; genis bir yapiya sahip olmakla birlikte, siki bir sekilde
katlanmig ve tizerinde ¢ikinti seklinde bulunan “krista” olarak adlandirilan yapilar
bulunmaktadir. Bu yapilar, ilk defa elektron tomografisi ve elektron mikroskopisi ile
goriintiilenmis ve membrana paralel olarak diizenlenmis kivrimlar seklindedirler. Iki
membran arasinda kalan bosluga membranlar aras1 bosluk ve i¢ membranin kapladigi
yogun siviya matriks denir. Dis membran fazlasiyla gecirgendir. Bu gecirgenlik porin
denilen transmembran protein kanallar sayesinde olmaktadir. Dig membran 10 kDa’dan
kiigiik molekiilleri ve iyonlart bu sayede gecirebilmektedir. I¢ membran ise sadece
ozellikli protein tasiyicilari araciliiyyla ADP ve uzun zincirli yag asitleri gibi

molekiillere kars1 gecirgendir.

Sekil 1. Mitokondrinin Elektron Mikroskop Gériintiisii (Electronic resources [online]. Avaliable
from:http://encyclopedia2. thefreedictionary.com/Mitochondria. [Accessed February,
2016])



Mitokondri i¢ membrani, oksidatif fosforilasyon ile ilgili enzimleri
bulundurdugundan dolayir, mitokondriler “hiicrelerin enerji ocaklar1” olarak
betimlenirler. Kristalarin sayis1 ve morfolojisi hiicrenin enerji gereksinimine gore
diizenlenmektedir. Siki bir sekilde katlanmis ve genis bir yapiya sahip olan Krista
lamelleri kas ve noronlarda da genis bir yiizeyi de doldurabilmektedirler (Scheffler,
1999). Elektron mikroskop analizlerinde, mitokondri i¢ membrani ve dis membranin
temas ettigi “benekli bolgeler” oldugu tayin edilmistir. Son yapilan ¢alismalara gore bu
bolgeler, proteinlerin transportunda 6nemli gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (Perkins
ve ark., 1997).

Matriks igerisinde, sitrik asit dongiisii ve yag asidi oksidasyonu ile ilgili
reaksiyonlarin ¢ogu gerceklesir. Bunun yani sira, mitokondriyal genom (mtDNA),
mitokondriyal ribozomlar ve mitokondriyal gen ekspresyonu ile ilgili gerekli enzimler
matriks i¢erisinde yer almaktadir.

Mitokondrilerin hiicrelerde dagilimlarinin gelisigiizel olmadigi ve enerji
ithtiyaglarin1 en kisa zamanda karsilayabilecek sekilde posizyonlarini aldiklari kabul
edilmektedir. Bununla birlikte mitokondriler dinamik organellerdir ve yalnizca
hiicredeki pozisyonlari degil, ayn1 zamanda fizyon ve fiizyon reaksiyonlari ile sekilleri,
biiyiikliikleri ve sayilar1 degisebilmektedir (Scheffler, 1999).

2.1.2. Oksidatif Fosforilasyon

Oksidatif  fosforilasyon, aerobik  organizmalar ig¢in  mitokondri ig
membraninda gergeklesen bir dizi enzimatik reaksiyon sonucunda ATP iiretilen,
hiicrenin temel enerji kaynagidir. Elektronlarin NADH veya FADH;’ den koparilarak
oksijene iletilmesi aninda gergeklesen bir dizi reaksiyon sonucunda ATP iiretilir.

Glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve sitrik asit dongiisiinde iretilen NADH ve
FADH, yiiksek transfer enerjisi iceren bir ¢ift elektron tasidiklarindan 6tiirii, yiiksek
enerjili molekiillerdir. Bu molekiiller, elektronlarint molekiiler oksijene verdiklerinde
ATP iretiminde kullanilacak olan serbest enerji agiga ¢ikar. NADH’nin
oksidasyonundan 2.5 ATP, FADH;’nin oksidasyonundan ise 1.5 ATP enerji iiretimi
gerceklesir (Nelson ve Cox, 2008).

Elektronlar, NADH veya FAD-bagli dehidrogenazlardan oksijene KoQ ve

sitokrom c denilen iki mobil tasiyicilar araciligiyla iletilir.



Sekil 2. Elektron transport zinciri protonlarin taginmasiyla eslestirilmis olarak gosterilmistir (Harvey ve,
Ferrier, 2014)

NADH’nin iki elektronu solunum zincirine kompleks I, NADH-koenzim Q
rediiktaz (NADH dehidrogenaz) vasitasiyla girer. Prostetik grup olan flavin
mononiikleotit (FMN), elektronlarin kompleks I’deki ilk alicilaridir. Elektronlari alarak
FMNH;’ ye indirgenirler. Ubikinon molekiilii (UQ) olarak da adlandirilan Koenzim Q,
ilk elektronu alir almaz semikinon ara {irliniine indirgenir. Semikinonun bir elektron alip
indirgenmesiyle ubikinol (QH,) olusur. Ubikinol, ubikinonun indirgenmis formudur.

Ubikinol (QH,), elektronlari1 kompleks III’e aktarir. Kompleks 111, bir hem
grubu igeren suda ¢oziiniir bir proteindir. Hem grubu, demir atomu indirgenmis Fe* ile
okside olmus Fe** formu arasinda elektron transportu boyunca degisir. Dérdiincii olarak
elektronlar kompleks IV’e iletilir ve son elektron alicis1 olan bu kompleks molekiiler
oksijenin suya indirgenmesini katalizler.

Elektron transportu aninda kullanilabilir enerji sekli ATP sentezlenmesi igin
kemiosmotik hipotez olarak adlandirilan bir ¢iftlesme gergeklesir (Mitchell, 1961).
Elektronlar kompleks I, kompleks III ve kompleks IV tarafindan protonlar membranlar
arast alana salinirlar. Membranlar arasi1 alanda proton konsantrasyonunun artmasi
nedeniyle elektrokimyasal gradient olusur. Protonlarin geri akisi solunum zincirinin son
eleman1 olan kompleks V araciligiyla gergeklestirilirken, gradient enerjisi ATP
enerjisine donistiriliir.

Elektronlarin esleserek i¢ mitokondriyal membran boyunca bir proton gradienti

olusmasma neden olmasi elektron transportunun en 6nemli noktasidir. Membranlar



aras1 gradient ayrica se¢ilmis metabolitlerin i¢ membran boyunca gecisi i¢in de
kullanilir.

Elektronlarin, elektron transport zinciri boyunca tasinmasi enerjetik agidan
tercih edilir, ¢linkii NADH giiclii bir elektron vericisi, molekiiler oksijen ise doymaz bir
elektron alicisidir. Bununla beraber elektronlar1 NADH’dan oksijene iletilmesi direkt
ATP sentezi ile sonuglanmaz.

Kemiosmotik hipotez, elektronlarin, elektron transport zinciri ile tagmmasi
sonucu Uretilen serbest enerjinin ADP+P;” den ATP olusumunda nasil kullanildigini
aciklar.

Elektron tasinmasinda, ADP fosforilasyonu, protonlarm (H") matriksten
kompleks 1, 3, ve 4 {izerinden i¢ mitokondriyel membran1 gecerek, membranlar arasi
bolgeye aktarilmasiyla (pompalanmasi) eslestirilmistir. Mitokondri i¢ zari siiresince
ortaya ¢ikan bu yontem, elektriksel bir gradiyent (membranin dig boliimiinde ig
yiizeyinden daha fazla pozitif yiik bulunacak sekilde) ve bir pH gradiyenti (membranin
disinin pH’s1 icine oranla daha diisiiktiir) yaratir. Bu proton gradiyentinin {irettigi
enerji ATP sentezi saglamak i¢in yeterlidir. Boylece, proton gradiyenti oksidasyonu

fosforilasyona eslestiren ortak arag olarak gorev yapar.

2.1.3. NADH-koenzim Q rediiktaz veya NADH dehidrogenaz (Kompleks I)
Kompleks I; solunum zincirinin en karmasik ve ayn1 zamanda en az anlasilan

coklu-alt birimli enzim kompleksidir (Brandt,1997; Galkin ve ark., 1999).

Memeli kompleks I enzimi, en az 43 farkli alt birimden olusur (Walker ve ark.,
1995). Kompleks I, EPR spektroskopisine gore bir FMN prostetik grubu ve 6-8 arasi
Fe-S merkezi igermektedir (Ohnishi, 1998; Friedrich ve ark., 2000). Kompleks I,
mMtDNA tarafindan kodlanmis olan 7 hidrofobik alt birim ve 34 niikleer DNA kokenli alt
birim igermektedir (Walker, 1992; Arizmendi ve ark., 1992). Kompleks I’in 6l¢iilmiis
molekiiler kiitlesi 900 kDa’dan daha da biiytiktiir.

Kompleks I, uzun kolu i¢ mitokondriyal membrana gomiilii halde, kisa kolu
matrikse dogru uzanmis olarak bulunan “L” harfi sekline benzeyen bir yapiya sahiptir.
Membran domeininin molekiiler kiitlesi 370 kDa, matriks domeininin molekiiler kiitlesi
ise 520 kDa’dir. Membran domeini ile matriks domeini arasindaki daralan bogaz

sekline benzeyen yapiya “stalk” ad1 verilir.



Kisa kol, FMN kofaktorii ve en az 4 Fe-S merkezi bulundururken fonksiyonel
olarak NADH dehidrogenaz enzimi gibi c¢alisir. NADH substratinin enzime baglanma
bolgesi, enzimin matrikse bakan alt bolgesinde yer almaktadir.

Stalk, matriks tarafindaki NADH baglanma bolgesi ile membran domeinindeki
ubikinon; baglanma bdolgesi olarak adlandirilan bolge arasindaki adeta baglanti bolgesi
olusturmasiyla elektron transportunun bir pargasi olmaktadir. 30 A capindaki stalk,
mitokondrial matriks igerisindeki diger elektron alicilarinin elektronlar1 yakalamasini
onlemekle birlikte elektron transportunun izole olmasi i¢in yeterli alan saglamaktadir.

Uzun kol, mitokondriyal i¢ membrana batmis halde ve ubikinon hidrogenaz
seklinde gorev yapar. Kompleks I’in uzun kolu, mtDNA tarafindan kodlanan NDI,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ve ND6 olarak adlandirilan yedi hidrofobik alt birim

icermektedir (Sazanov ve ark., 2000).
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Sekil 3. Kompleks | ve Alt Birimleri (Robert 2012, 23)

Kompleks I'in ¢ok fazla Q-baglanma bolgesi igermis oldugu ve NADH
oksidasyonu siiresince en az 3 degisik ubisemikinon tiirii ile baglanti igerisinde oldugu
bilinmektedir (Vinogradov ve ark., 1995; Ohnishi ve ark., 1998). Ubikinon
indirgenmesinin kompleks I’in hidrofobik kolunda ve hidrofobik — hidrofilik
domeinlerin ara Yyiiziinde gergeklestigi disiiniilmektedir (Yano ve ark., 2000).
Kompleks I, periferal kisim ve membran kisim olmak iizere ¢ift tarafli bir yapiya
sahiptir. Periferal kismi; suda ¢oziiniir ve prostetik grup igerir. Membran tarafi; elektron

transportu ve proton pompalanmasi iizerinde bir kontrol ¢ercevesi olusturur ve bununla



birlikte kinon i¢in baglanma bdlgesi igerir. Bu konuyla ilgili farkli teoriler mevcut
olmasina ragmen, Brandt’in “redoks kapili ligand iletim mekanizmasi1 modeli” digerleri
arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Brandt, 1997).

Kompleks I’in en fazla kullanilan inhibitorii rotenondur. Rotenon, demir kiikiirt

merkezlerinden ubikinona elektron iletilmesini engellemektedir (Doull ve ark., 2010).

2.1.4. Siiksinat-KoenzimQ Rediiktaz (Kompleks I1)

Kompleks II’de, siiksinatin fumarata oksidasyonu esnasinda elektronlar bu
kompleks tarafindan ubikinona iletilir. Kompleks I, krebs ¢evrimi araciligiyla solunum
zincirini direkt birbirine baglamaktadir.

Kompleks 11, solunum zincirinin en basit kompleksidir. Ciinkii, sadece 4
peptitten olusmaktadir. Iki genis peptit, kompleksin periferal kismini1 olustururken,
krebs ¢evriminde siiksinat dehidrogenaz aktivitesi gosterir. Bu peptitler, “capa protein”
denilen iki integral protein araciligiyla membrana tutunurlar. Kofaktorler ve metal
iyonlari, kompleks II’nin diger elemanlaridir. Bir FAD, Fp alt biriminde 70 kDa’luk en
biiyiik peptide kovalent baglanir (Johnson ve ark., 1985).

Fe-S merkezinden ¢ikmis olan elektronlar, b-tip sitokrom ve ubikinon
baglanma bolgesi igeren 2 adet ¢apa proteininden olusmus olan membran alt birimine
aktarilir. Hem b-tipi sitokrom hem de ubikinon ¢apa proteinlerine tutunmus olarak
bulunurlar (Scheffler, 1999).

FADH2’den koenzim Q’ya elektron transfer etmekte gorevli kompleks Il ve
diger enzimler proton pompasi degillerdir. Ciinkii serbest enerji degisimleri ¢ok az
olmaktadir. Sonug¢ olarak; FADH;’nin oksidasyonundaki ATP eldesi, NADH

oksidasyonuna gore daha azdir.
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Sekil 4. Kompleks Il (Sun ve ark., 2005)

2.1.5. Ubikinol-Sitokrom ¢ Rediiktaz veya bel Kompleks (Kompleks 111)

Kompleks III’iin, fonksiyonu, ubikinolden sitokrom c¢’ye elektron transferini
katalizlemek ve bununla birlikte membranlar aras1 bosluga proton pompalamaktir. Bu
kompleks, sitokrom b ve ¢l olarak adlandirilan iki gesit sitokrom ve “Rieske protein”
denilen Fe-S proteini icermektedir.

Kompleks III, kristalizasyon g¢alismalarinda; mitokondriyal membrana dikey
olarak bulunmakla birlikte, her 13 tanesinin 8 tanesi sitokrom b’ye ait olan
transmembran monomerlerinden olusur. Kompleks III, ¢ekirdek proteinlerinden
meydana gelmektedir ve bu isim proteinlerin fonksiyonlarindan daha ¢ok yapisal
durumlart i¢in séylenmistir. Membranin dis tarafinda Rieske protein, Fe-S merkezi ve
sitokrom cl bulunmaktadir (Sekil 5). Kompleks III’iin bosluklu ve cepli yapisi,
ubikinon ve antimycin A (AA), myxothiazol gibi inhibitorler i¢cin baglanma bdlgesi

icermektedir.
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Sekil 5. Kompleks III'iin Yapisi (Electronic resources [online]. Avaliable
from:http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cytochrome_bcl_complex.png[Accessed
February 2016].)

Ik olarak Mitchell tarafindan 6nerilmis olan ubikinoliin oksidasyonu igin “Q-
siklusu” mekanizmasi daha sonralart Trumpower tarafindan genisletilmistir (Mitchell,
1975; Trumpower, 1990).

Ik basta ubikinol iki elektronundan birini Fe-S kiimesine aktarir. Sonra bu
elektron oncelikle sitokrom c1 ve elektronu kompleksten disar1 ¢ikaracak olan sitokrom
¢’ye iletilir. Bu bir elektronun transferi, ubikinol’ii semikinon formuna doniistiiriir. ki
spesifik sitokrom b’nin hem formlar1 olan sitokrom b, ve by semikinon ile reaksiyona
girer. Semikinon elektronunu sitorom b, ’ye transfer ederken, sitokrom by indirgenir.
Ikinci semikinon molekiilii ise ubikinole indirgenir (Sekil 6). Bu olay, iki elektron
tasiyicisi ubikinol’iin bir elektron tasiyicisi Fe-S kiimesi ile reaksiyona girmesini saglar.

Bu ¢evrimde kompleks III, ubikinon i¢in 2 reaksiyon merkezine sahiptir.
Bunlar; Qp, diger bir adiyla kinon indirgenme merkezi olarak adlandirlir. Ig
mitokondriyal membranin (imm) matriks tarafinda yer alir. Imm elektronlarin kinon
havuzundan dongiisel olarak yarilanmasindan ve matriksten protonlarin alinmasindan
sorumludur. Bu reaksiyon AA, funiculosin ve hydroquinoline-N-oxides inhibitorleri ile
inhibe edilmektedir. Qp merkezi elektronlar iki yolak ile kabul edilir. Bunlardan ilki
geri donlisiim igin yarim dongii seklinde olmakla birlikte, ikincisi ise demir-kiikiirt
merkezi ve sitokrom cl-sitokrom ¢ doniisiimii i¢in yari transfer yoludur. Qp merkezi,

imm’nin dis yiiziinde ve protonlarin membranlar aras1 bosluga salindig1 yerdedir. Qp, 2-



hydroxy-1,4-benzoquinone  tiirevleri, musidin,  stigmatellins, MOA-stilbene,

myxothiazol gibi ¢esitli maddeler araciligiyla inhibe edilebilir.
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Sekil 6. Q-siklusu ve Kompleks II’ten Elektron Akisinin Sematik Gosterimi (Scheffler I1E (1999)

2.1.6. Sitokrom Oksidaz (Kompleks 1V)

Kompleks 1V, solunum zincirinin ilk belirlenen kompleksidir (lwata ve ark.,
1995). 13 alt birimden olusan memeli kompleks IV’{i, hem grubu; a ve az ve iki bakir
merkezi; Cua ve Cug igermektedir (Yoshikawa ve ark., 1998). Alt birim I; hem a ve
hem a; prostetik gruplarini baglar ve ayrica Cug redoks merkezini olusturmaktadir. Alt
birim Il, Cua merkezini baglar. Alt birim III’iin proton pompalanmasi ve metal
merkezleri araciligiyla elektron transportunun modiilasyonu olaylar1 ile birlikte
yakindan ilgili oldugu diisiiniilmektedir ve bundan dolay: alt birim I-III’{in, enzimin
fonksiyonel ¢ekirdegini meydana getirdigi diisiiniilmektedir. Diger alt birimlerin ise
enzim kompleksinin diizenleyici fonksiyonlart ya da montaji ile ilgili olabilecegi
varsayilmaktadir.

[k basta sitokrom c elektronlari1 hem a’ya verir. Daha sonra elektronlar
sirastyla hem az-Cug merkezine iletilir ve bu arada bir reaksiyon sonucunda O, iki
molekiil suya indirgenir. O,, termodinamik olarak reaktiftir, ancak kinetik olarak stabil
durumdadir. Bundan dolayi, suyun indirgenmesi reaksiyonu sirasinda bir katalizore
ihtiyag duyulur. O, aktive duruma geldiginde tehlikeli hale gelir. Bunun nedeni
oksijenin kismen indirgenmesi sonucu siiperoksit readikali (O;) olusabilmesidir.
Giivenli bir O, indirgenmesi olabilmesi i¢in katalizoriin kismi indirgeyiciler
salgilamamas1 gerekmektedir. Kompleks IV, aslinda hem a3-Cug merkezleri arasinda

demir ve bakir iyonlarmi baglar. Bu yolla, elektron ve proton hizli bir sekilde kismi
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olarak indirgenmis oksijen tiirlerine, daha onlar salinmadan aktarilmig olur. Bu yolla

ilgili olas1 mekanizma Sekil 7’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 7. Kompleks IV’iin Yapis1 ve O,’nin Suya Indirgenmesi (Horton ve ark.,2006)

2.1.7. ATP-Sentaz, ATPaz (Kompleks V)

Kompleks V, solunum zincirinde fiziksel olarak diger komplekslerden
ayrilabilen ve proton gradient sayesinde ATP’nin sentezlenmesini saglayabilen bir
enzim kompleksidir. ATP sentaz, molekiiler agirligi 550 kDa olan ve 16 proteinden
olusan ¢oklu alt birimli bir enzim kompleksidir (Buchanan ve Walker, 1996). Fo ve F;
diye adlandirilan iki ana domeinden olusur. F1 domeini; ADP ve inorganik fosfattan
ATP sentezler. FO domeini; imm’ye batmis bir sekilde bulunur ve bir proton kanali
icerir (Sekil 8).

Sekil 8. Kompleks V (Wang ve Oster (1998)
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Fo domeini, 9 farkli protein igermektedir. Bunlardan 3 tanesi a, b ve c¢ diye
adlandirilirken, ayn1 zamanda proton-translokasyonunu saglayan hidrofobik ¢ekirdegi
de olusturmaktadirlar. Alt birim a, ¢oklu transmembran bolgeleri seklindedir ve bu F;
kisminin baglanmasiyla alakali degildir. Alt birim b, bir dimer olarak kabul edilebilir ve
Fo ‘in dis kisminda yer alir. Alt birim ¢ ise ¢oklu kopyalar igerir; tek bir a alt birimi ve
membrana proton akisi i¢in bir kanal olusturan 9-12 c alt birimi igerir.

F1 domeininin yapisi, ilk olarak 1994 yilinda 2.8 A ¢oziiniirliikle ortaya
konulmustur (Abrahams ve ark., 1994). a ve P alt birimleri agBs hegzamerini
olustururlar. B altbirimi hari¢ digerleri homolog halindedirler. B alt birimi katalitik bolge
icermesiyle diger alt birimlerden farklidir. asB3 hegzameri, y ve € a alt birimleri i¢eren
bir sap kismuyla hidrofobik Fo kismia baghdir. Ozellikle, “stator-rotor modeline” gore
¢, vy ve ¢ alt birimleri, merkezi bir “rotor” olusturular. Daha sonra bu rotor, a3f3
hegzameri ve y ve ¢ a alt birimlerinden olusan “stator” adi verilen ¢ark yapisi igerisinde
doner (Elston ve ark., 1998).

ATPaz’in F; domeininin dénme hareketi, y alt birimine bagl floresans aktin
filamenti ile ¢alisan spektakiiler deneyler ile direkt olarak incelenmistir. ATP varliginda
filament saat yoniiniin tersi yonde donmektedir (Noji ve ark., 1997). Bu molekiiler
motor igerisinde proton akisi, a ve c alt birimleri arasinda bir donme momenti olusturur.
Bu donme momenti, y-¢ saplar1 sayesinde F;’e transfer edilir ve bu da ATP’nin
salinmasi i¢in kullanilir.

Bu modelde; 3 katalitik  alt birimleri dogal olarak tipiktir ayn1 zamanda
fonskiyonel olarak esdeger degildirler. Herhangi bir enerji girisi olmadiginda B alt
birimlerinin bir katalitik tarafi, 3.tarafi bos iken, ADP ve Pi tarafindan isgal edilirler ve
ikinci tarafi bir ATP tarafindan tutulur.

Proton akig1 vasitasiyla enerji girisi, rotasyona neden olmaktadir ve bundan
dolay1 konformasyonel degisiklikler meydana gelir. Boylece ATP bir taraftan salinirken
ADP + Pi diger tarafta tutulur, bunun sonucunda yeni Substratlar enzime giris
yapabilmektedir. B alt biriminin bu 3 konformasyonel durumu: “open” (O), “loose” (L)
and “tight” (T) olarak ifade edilir. Mekanizma kisaca; proton gradientinin direkt olarak
ATP sentezlenmesi seklinde degil de onun enzimden salinmasi sekline dayanmaktadir.

Oligomycin, ATPaz i¢in en yaygin olarak kullanilan inhibitordiir.
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ATP sentaz enzim kompleksi (kompleks 5) elektron transport zinciri tarafindan
yaratilmig olan proton gradiyentinin enerjisini kullanarak ATP sentezler. Kemiosmotik
hipotez, protonlarin mitokondri i¢ zarinin sitozolik tarafina transfer edildikten sonra
kompleks 5’in membrani asan bolimiindeki kanaldan gegerek (Fo) tekrar matrikse geri
dondiigiinii; Fo yapisinin doniis yapmasini, aynt zamanda da pH farkini ve elektriksel
farki ortadan kaldirdigini ifade eder. Fo yapisinin doniis yapmasi ekstramembrandz Fq
bolgesinin konformasyonal degisiklige ugrayarak ADP+P;’ yi baglayip ADP’yi ATP’ye

fosforilleyerek ATP agiga ¢ikmasina neden olur.

2.2. Antipsikotik Tlaclar

2.2.1. Antipsikotik Tlaclarin Tanimi ve Onemi

Psikiyatri; ruhsal kaynakli sorunlarimiza karsi bas etmede tibbi bir kurum ve
bilim disiplini olarak tanimlanmaktadir (Kéroglu ve ark., 2007). Antipsikotikler, basta
sizofreni olmak tizere psikiyatride biiyiikk bir 6neme sahiptir. Antipsikotikler ayrica
psikozlarin tedavisinde de kullanilan ilaglardir.

Psikoz, duygusal yanitlari, diisiinme yetisini, isletisim kurma, animsama,
gercegi degerlendirme, yorumlama ve uygun davranmayi 6nemli 6lgiide bozmakta olan,
normal yasamin gerekliliklerini yerine getirmeyi engelleyen klinik durumlari tanimlar.

Aktif donemde psikotik olgular, iste, okulda, evde ve giinlik ugrasilarda
kendilerinden beklenen sorumluluklar1 yerine getiremezler ve bundan dolay1
verimlilikleri azalir (Yiiksel, 2003).

Her ilagda oldugu gibi antipsikotik ilaglarin da 6zellikle etkin olduklari hedef
semptomlar vardir. Bunlar; ajitasyon, saldirganlik, diismanlik, varsanilar, akut sanrilar,
uykusuzluk, anoreksi, 6z bakimm kotii olmasi, negativizm, bazen geri ¢ekilme ve
yanhizlig1 icermektedir (Brunton ve ark., 2009). ilk olarak 1950’li yillarin baslarinda
klorpromazinin kesfedilmesinden sonra ortaya ¢ikan antipsikotik ilaglar, psikotik

hastaliklarin tedavisinde devrim niteligindedir.

2.2.2. Antipsikotik Tlaclarin Siniflandiriimasi

Antipsikotik ilaglara diger bir ad1 da ndroleptik ilaglardir. Noroleptik sozciigi,
Yunanca neuron ve lepsis kelimelerinin birlesiminden meydana gelmistir (Ceylan ve
Cetin, 2009).
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Ayni zamanda norolojik yan etkilere sebep olduklarindan dolayr noéroleptik
sozcugl kullanilmistir (Yiiksel, 2003). Ancak 1990’l1 yillarin Sonlarindan itibaren
giderek daha sik kullanilmaya baslanmasiyla, bu ilaglar1 kullanmakta olan hastalarin
noroleptiklere has semptom gozlenmeye baslayinca noroleptik ifadesi kullanimi
birakilarak, onun yerine antipsikotik terimi kullanilmigtir (Ceylan ve Cetin, 2009).

1950’1 yillarda klorpromazinin kesfiyle baslayan antipsikotik ilaclara eski
nesil, konvansiyonel, birinci kusak veya tipik antipsikotikler, 1960 yilinda klozapinin
kesfiyle baslayan antipsikotik ilaglara ise yeni nesil, ikinci kusak veya atipik

antipsikotik ilaglar denilmistir.
2.3. Tipik Antipsikotik ilaclar

1950 yilinda ilk olarak sentezlenen tipik antipsikotik ila¢ bir antihistaminik
olan klorpromazindir. 1952 yilinda ise Delay ve Deniker tarafindan ilk kez bir
antipsikotik olarak kullanilmistir. Klorpromazinin olumlu etkilerinin goriilmesi
sonucunda klinik kullaniminin  hizli bir sekilde artmasi aragtirmacilarin akil
hastaliklarina bakis agisin1 degistirmis ve bunun iizerine yeni aragtirmalari haliyle
hizlandirmustir (Yiiksel, 2003).

1959 yilinda Jassen tarafindan haloperidoliin bulmasiyla yeni bir adima
gelinmis ve ardindan birgok antipsikotik ila¢ sentezlenmistir (Yazici ve Yazici, 2001).

Tipik antipsikotik ilaglar pek ¢ok psikiyatrik bozuklugun tedavisinde
kullanilirlar. Antipsikotik ilaglarin kullamildig: psikiyatrik bozukluklar; sizofreni ve
sizoaffektif bozuklugun akut psikotik ataginda, sizofreni form bozuklukta, kisa psikotik
bozuklukta, manik atak tedavisinde, psikotik ozellikli major depresyonda, sanrili
bozuklukta, Borderline kisilik bozuklugunda, madde kullanimina bagli psikotik
bozuklukta, deliryum ve demans tedavisinde, diirti denetimi bozuklugunda, tik

bozuklugu ve Tourette sendromu olarak siralanirlar (Yiiksel, 2003).

2.4. Atipik Antipsikotik Tlaclar

Klozapinin 1960 yilinda tedaviye girmesinin ardindan atipik antipsikotik
kavrami gelismeye baslamistir. Fakat 1974 yilinda Finlandiya’da gerceklesen klozapin
ilacinin en tehlikeli yan etkisi agraniilositoz (kandaki akyuvar sayisinin azalmasi)
sonucu 8 hastanin 6lmesi sonucunda bir anda atipik antipsikotik ilaglar ikinci plana

itilmis ve tipik antipsikotikler bir siire daha kullanilmaya devam etmislerdir. Ancak,
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1980 yilinin ortalarindan itibaren Kklozapin tekrar kullanilmaya baglanmistir. Ciinkii,
tedaviye direngli olgularda yasanan garesizlik ve tipik antipsikotik ilaglarin olusturdugu
cok sayida yan etki buna neden olmustur.

Daha sonra yeni antipsikotikler iizerinde arastirmalar yapilmaya ve 1990 yilli
baslarinda klinik ortamda giderek daha fazla kullanilmaya baglanmis ve bu ilaglari
kullanmakta olan hastalarda artik noroleptiklere has semptomlar gézlenemez duruma
gelince noroleptik terimi kullanimi birakilarak, onun yerine antipsikotik terimi

kullanilmustir. (Yiksel, 2003).

2.4.1. Atipik Antipsikotik flaclarin Etki Mekanizmalar1 ve Simflandiriimasi

Atipik antipsikotik ilaglar, kimyasal yap1 olarak benzerligine gore ¢ok sayida
reseptorlerle etkilesime girenler ve kimyasal yap1 olarak SHT2 reseptorleri i¢in baskin
bir segicilige sahip olan ilaglar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.

Cok sayida reseptorlerle etkilesime girenler, daha dogrusu klozapine benzeyen
ilaglara 6rnek olarak; olanzapin, zetopin, ketiapin gosterilir.

Kimyasal yap1 olarak SHT2 reseptorleri i¢in baskin bir secicilige sahip olan
ilaglara yani klozapine benzemeyen ilaglara Ornek olarak; risperidon, ziprasidon,
sertindol, amisulpirid verilebilir (Yiiksel, 2003; Ceylan ve Cetin, 2009).

Atipik antipsikotik ilaglar; klozapin, olanzapin, siilpirid, amisiilpirid,
risperidon, melperon, ziprasidon, ketiyapin, zotepin, loksapin, ritanserin, sertindol,
remoksiprid, rakloprid, amperozid, savoksepin ve aripiprazol olarak siralayabiliriz
(Yiiksel, 2003 ve Koroglu ve ark., 2007).

2.5. Olanzapin

2.5.1. Olanzapinin Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Olanzapinin kaba formiilii C17H20N4S seklindedir. Olanzapinin molekiil agirhigi
312.439 g/mol olmakla birlikte, IJUPAC ad1 ise 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-
tieno(2.3-b)(1.5) benzodiazepin’dir.

Suda ¢6ziinmez fakat metanol ve etanol de ¢oziiniir. Erime noktasi 195 °C dir.
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Sekil 9. Olanzapinin kimyasal yapisi

2.5.2. Olanzapinin Klinik Kullanim

Olanzapin, bir klozapin tiirevi olarak ilk basta 1982 yilinda iiretilmistir. O tarih
itibariyle Amerika Birlesik Devletleri’nde onaylanmis olan tgiincii atipik antipsikotik
ilag olarak tarihe gegmistir. Olanzapin, sizofreni ve bipolar bozuklukta etkili olan atipik
antipiskotik bir ilagtir. Ayrica demans hastaliginda ortaya ¢ikan psikotik belirtilerin
giderilmesinde, otizm hastaliginda Tourette sendromununun tedavisinde ve anoreksiya
nevroza hastalarina kilo alimi1 saglanmasi igin tesirli oldugu belirtilmis olan atipik

antipiskotik bir atipik antipsikotik ilagtir (Yiiksel, 2003).

2.5.3. Olanzapinin Sizofreni Tedavisinde Kullanimi

Sizofreni kelime anlami olarak; Yunanca iki kelimenin birlesiminden
olugsmaktadir. Bunlar, "sizo" ayrik ya da boliinmiis ve "frenos" akil kavramina gelmekte
olan bu iki kelmenin birlesimesinden olusur. Duyus, disliniis ve ayn1 zamanda
davraniglardaki miihim bozukluklarin farkina varildigi, hasta olan kisinin sosyal
iliskilerden, sosyallikten ve hakikatlerden kendini uzaklastirarak hayat1 kendi kendine
ya da kendi kabugunda yasamakta olan, bu olaylarin ¢ogunlukla ergenlik cagiyla
birlikte baglayabilen bir psisik hastalik olarak tanimlanir (Kéroglu ve ark., 2007).

Bagka bir tanima gore de sizofreni; hastanin rutin algilama, idrak etme ve
yorumlama big¢imlerine yabancilik ¢ekerek, hastanin kendisine has bir i¢ine kapaniklik
diinyasina ¢ekildigi psisik hastaliktir. Bireyi, kendi etrafi ve ortamiyla mithim bir uyum
icerisinde olamama ve arbede yasayabilmesine kadar siiriikleyebilen bir bozukluktur
sizofreni. Sizofreni, epey biiyiik bir yelpaze dahilinde yer bulan psisik semptom
icermesinden dolay1 psikiyatri biliminin dikkat ¢eken konu basliklarindan biridir ve
onemini hala korumaktadir (Yiiksel, 2003).
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Sizofreni hastaligi, her yerde goriilebilen bir ruhsal bozukluktur. Sizofrenide
goriilen belirtileri pozitif ve negatif seklinde olmak tizere iki alt gruba ayiran yaklagim
yavas yavas yaygin bir sekilde kabul gérmeye baslamaktadir. S6zli edilen belirti
gruplarin1 tanimlamaya yardimci c¢ok sayida degerlendirme oOlgegi gelistirilmistir.
Iclerinde en yaygm olarak kullanilan olan Andreasen tarafindan gelistirilen dlcekler;
Scale for the Assessment of Negatif Symptoms-Negatif Belirtileri Degerlendirme
Olgegi ve Scale for the Assessment of Positive Symptoms-Pozitif Belirtileri
Degerlendirme Olgegi’dir. Hastalara sizofreni tanis1 koymaya yardimci olan oldukga
degisik tanimlama ve tani Olgiitii tliretilmistir.

Klinik uygulamada giinlimiizde yaygin bir bicimde kullanilan International
Classification of Diseases Uluslararasi Hastalik Siniflandirmasi (ICD) ve Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders Mental Bozukluklarin Tanisal ve
Istatistiksel El Kitabi (DSM) sizofreni i¢in onerilen tami 6lgiitlerindendir (Yiiksel,
2003).

Antipsikotik ilaglarin 1950 yillinin baslarinda tedavi edilmeye baslanmasiyla
birlikte sizofreni tedavileri biisbiitiin degismeye baslamistir. Sizofreni hastalaginin
pozitif belirtilerinde antipsikotik ilaclar da haloperidol ile ayn1 etkiye ulasirken, negatif
belirtiler tizerinde ise etkileri daha da basarilidir. Ekstrapramidal belirtilere neden
olmazlar. Antipsikotik ilaglar, sizofreniyle tedavideki segilecek olan ilk ilaglar
durumundadir. Clinkii sizofreni tedavisi antipsikotik ilag esaslidir. Fakat bilim insanlari,
psikofarmakolojik tedavilerle bagka tedavilerin birlikte daha faydali oldugunu

disiinmektedirler.

2.5.4. Olanzapinin Giinliik Kullanim Dozu

Olanzapinin kullanim dozu 10-30 mg/giin’diir. Kullanim sekilleri olarak tablet,
ampiil ve agizda hizli bir sekilde eriyen tablet formlarinda bulunmaktadir (Koéroglu,
2007). Olanzapinin giinde 1 kez alinabilmesi ve bunun yemekten Once veya sonra
alinmasina bakilmamasi nedeniyle kullanim rahatligi saglamaktadir (Nemeroff, 1997).

Genel olarak yapilan klinik ¢aligmalar 10-20 mg/giin olanzapinin tedavi edici
doz oldugunu belirtmistir. Giinlik 15 mg olanzapin dozunun, sizofreninin negatif
bulgularinda giinliik 10 mg doza gore daha etkili oldugu seklinde bir egilim vardir
(Evren, 1997; Nemeroff, 1997).
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Olanzapinin yaslilar, kadinlar ve sigara kullanmayan hastalarda baslangi¢ dozu
olarak giinliik 5-10 mg civarinda olmalidir. Karaciger hastalig1 olan kisiler kullanirken
dikkat etmelidir. Uykuya neden olmaktadir (Nemeroff, 1997). Olanzapinin 300 mg’1
asan dozlarinda herhangi bir sekilde tibbi problem olusturmadigi yapilan ¢aligmalarda

bildirilmektedir (Fulton ve Goa, 1997; Weiden, 1997).

2.5.5. Olanzapinin Diger ilaclarla Etkilesimi

Olanzapinin; karbamazepin ve fluvoksamin ile birlikte kullanildiginda klirensi
azalir. Aktif komiir ile birlikte biyoyararlanim azalir, klomipramin ile kullanildiginda
nébet bildirilmistir. Haloperidol ile kullanildiginda haloperidol diizeyinde artis
gozlenirken, lityum ile birlikte kullanildiginda ise herhangi bir etkilesme
gosterilmemesine ragmen antipsikotik ilaglarla olasi etkilesmeler olanzapin icinde
gecerli olmaktadir ve norotoksisite agisindan dikkatli olunmasi gereklilik gosterir

(Yiiksel, 2003).

2.5.6. Olanzapinin Yan Etkileri

Olanzapinin sik goriilmekte olan yan etkileri; gegici sedasyon, ortostatik
hipotansiyon, buna bagl metabolik bozukluklar, agiz kurulugu, kabizlik, diyabettir.
Olanzapin kullanimi sirasinda hastalarda yapilan bir c¢alismada ilk yil kilo artist
gozlenmistir (Yiiksel, 2003; Koroglu ve ark., 2007).

Bir yildan sonra kilo artis1 yavaslamistir ve hizli kilo artis1 gézlenmez. Kilo
artig1 tedavi uyumunu olumsuz etkiler. Ciinkii hastalarin ¢ogunlugu igin en rahatsiz
edici yan etkidir. Bunun i¢in diyet uygulanmali veya topiramat benzeri ilaglarinin
kullannmiyla kilo artis1 engellenmeye calisilmas: gerekmektedir. Asir1 kilo bazi
hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Tip 2 diyabet, hiperlipidemi, koroner kalp
hastaligi, yiiksek tansiyon, inme, solunum bozukluklari, safra kesesi hastaliklari, uyku
apnesi, osteoartrit ve bazi kanser tiirlerinin riskini artirir. Olanzapin kullanan hastalarda
hiperglisemi olma riskinin yaklasik 5 kat arttigi yapilan deneylerde gosterilmistir.
Bundan dolay1 diyabet Oykiisii ya da diyabet riski olan hastalarin olanzapin tercih

etmemesi daha uygundur (Koroglu ve ark., 2007).
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3.MATERYAL ve METOT

3.1.Materyal

3.1.1.Deney Hayvanlan

Calismamiz, Ondokuz Mayis Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (DEHAM) yaslar1 3-5 ay arasinda degisen, 200-250 gram
agirh@indaki 30 adet erkek Wistar-Albino cinsi ratlar tizerinde gergeklestirildi.

3.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Spektrometre (SHIMADZU, UV-160 A)

Otomatik Pipet (Eppendorf, Research plus)

Otomatik Pipet (Trasnferpette)

Otomatik pipet (Pipet4u Performance)

Hassas terazi (CHYO JL-180)

Manyetik karistirict (IKAMAG RH Janke ve Kunkel)

pH metre (METTLER TOLEDO MP 220)

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

Vorteks (Mindaus, VM3)

S1v1 azot tanki (International Cryogenics, Inc. IC 20D Storage Dewor)
Sonikasyon (METU electromechanical, Serial No: 30607, Germany)
Santrifiij (MSE CENTAUR 2)

Santrifiij (Sigma 3K30)

Derin dondurucu (-80°C) (NUAIRE Ultra-Low Freezer, Model no: Nu-6420E)
Su banyosu (KOTTERMANN S.N: 584440, ECRI: BAD14429001)
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Sekil 10. SHIMADZU, UV-160A

3.1.3.Kullamlan Kimyasal Maddeler
(Na,CO3, MA: 84,01 g/mol, Art:6223, Merck)
(CuS04.5H,0, MA: 249,68 g/mol,

Sodyum Karbonat
Bakursiilfat.5 hidrat
Merck)

Art:2787,

Potasyum sodyum tartarat (C4H;KNaOg.H,O, MA: 282,23 g/mol, Art:8085,

Merck)
Folin reagent

Sodyum Hidroksit

(2 Normal, F-9252, Lot:013K3692, Sigma)
(NaOH, MA: 40 gr/mol, B639062 016, Merck)

Albumin (%99°1uk, A9647, Sigma: CAS number:9048-46-8)
Trizma Base (Merck: CAS Number:77-86-1)

3.1.4. Kullanilan Kitler

Complex | Activity Assay Kit
0485111)

Complex I Activity Assay Kit
0485112)

Complex H/111 Activity Assay Kit
0485113)

Complex V Activity Kit
0485114)
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3.2. Metot

3.2.1. Cahsma Popiilasyonunun Ozellikleri

Calismamiz, Ondokuz Mayis Universitesi, DEHAM da yaslar1 3-5 ay arasinda
degisen, 200-250 gram agirligindaki cinsleri Wistar-Albino olan, 30 adet erkek rat
tizerinde gerceklestirildi. Ratlar standart kafeslerde, odun talasi zeminde ve standart rat
yemi ve su sistemi ile beslenecek sekilde deney ortamina yerlestirildi. Ratlara 12 saat
giindiiz, 12 saat gece ortamini saglayacak sekilde aydinlatma saglandi ve ortam 1sis1
22+1°C’ye sabitlendi.

Ratlar adaptasyon siirecinden sonra kontrol grubunda 10 adet ve olanzapin
grubunda 20 adet olmak iizere 2 gruba ayrildi. Gruplar; kontrol ve olanzapin uygulanan
grup olarak belirlendi. Kontrol grubuna izotonik salin soliisyonu uygulandi, olanzapin
grubuna ise hazirlanmis olan olanzapin 30 giin boyunca her sabah saat 10:00’da
uygulandi. Olanzapin uygulanacak gruptaki hayvanlara, distile su i¢inde ¢oziilerek
hazirlanan olanzapin soliisyonu, rat basma 0,5 ml olacak sekilde intraperitoneal yolu ile

verildi. Caligma 30 giin boyunca stirdii.

3.2.2. Olanzapin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Olanzapin soliisyonu her rat i¢in 2 mg/kg olacak sekilde hazirlandi. Olanzapin
toz haline getirildi. Her sabah saat 10:00’da her rat igin 0,5 ml olacak sekilde intra
peritonial yoluyla verildi.

3.2.3. Olanzapin Uygulanmasi

Bu calisma OMU, DEHAM’da vyetistirilen wistar albino ratlar iizerinde
gerceklestirildi. Kontrol ve Olanzapin grubu olmak tizere iki grup halde ayrilan ratlar
beserli kafesler halinde kendi aralarinda standart kafeslede, odun talasi zeminde ve
standart rat yemi ve su sistemi ile beslenecek sekilde deney ortamina yerlestirildi.
Ratlara 12 saat giindiiz, 12 saat gece ortamin1 saglayacak sekilde aydinlatma saglandi ve
ortam 1s1s1 22+1°C’ye sabitlendi.

Kontrol grubuna izotonik, olanzapin grubuna ise hazirlanmis olan olanzapin
soliisyonu 30 giin boyunca her sabah saat 10:00°da uygulandi. Olanzapin uygulanacak
gruptaki hayvanlara, distile su iginde ¢oziilerek hazirlanan olanzapin soliisyonu, rat
basina 0,5 ml olacak sekilde intraperitoneal yolu ile verildi. Calisma 30 giin boyunca

surdu.
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Sekil 11. Intraperitoneal olanzapin uygulanmasi

3.2.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Numune Alim
o Ratlar 30 giin boyunca takip edildi ve 30. giiniin sonunda ¢alisma sonlandirildu.
Her iki gruptaki ratlar ameliyattan 12 saat 6nce ag birakildi.
o Anestezi i¢in tiim ratlara, 0,5 cc ketamin periton i¢ine uygulandi.
o Alman beyin dokulari sivi nitrojen ile dondurularak manuel olarak ezildi.
Eppendorf tiiplerinde bulunan, 6nceden hazirlanmig 1 ml PBS tamponu (pH7.4, 10 mM)
icine konularak tamamen homojenize olana kadar 1-2 dk sonikasyon yapildi.
o Serum, plazma ve dokular ¢alisma giiniine kadar -80°C’ye kaldirild1.
. Calisma giinii, -80°C’de saklanan numuneler, ¢oziilene kadar oda 1sisinda
bekletildi, santrifiij edildi ve yeterli miktarda siipernatant calisma eppendorflarina
ayrildi.
o Doku ornekleri mitokondri izolasyonu yapildiktan sonra kompleks 1, 2, 3 ve
ATP-sentaz diizeyleri dl¢tildii.
o Doku 6rneklerinin protein miktar1 Lowry metodu ile tespit edildi. Sonuglar mg

protein basina verildi.

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Deney Ortaminin Hazirlanisi ve Uygulanmasi

Universitemizin B.30.2.0DM.0.20.09.00-050.04-24 numarali etik kurul izni
alindiktan sonra “Olanzapinin Beyin Dokusunda Kompleks 1, 2, 3 ve ATP-Sentaz
Uzerine Etkisi” isimli tez calismamu yerine getirebilmek icin DEHAM dan her birinin
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agirihigi 200-250 gram civarinda, cinsleri Wistar-Albino olan, 30 adet erkek rat tedarik
edildi. Temin edilen bu ratlar hayvan deneyi i¢in kullanildi.

Ratlarin habitatlar1 ticari yollardan olusturulan rat pelletleri (Bil-Yem Co,
Ankara, Turkey) ve yine ratlara distile edilmis su sayesinde ratlarin kendi istedikleri
gibi beslenebilecekleri bir yasam ortami ayni bi¢imde hazirlandi. Calisma ortaminin
aydinlatilmas1 12 saat gilindiiz ve gece olacak sekilde hazirlandi. Deney ortami 1sisi
22+1 °C olacak sekilde ayarlandi. Hayvan deneyi baslangicinda ve hayvan deneyi
sonunda ratlar tartildi.

Deneye katilacak ratlar gruplandirildi. Ratlar, kontrol grubu ( 1. Grup ) ve
Olanzapin uygulanacak grup ( 2. Grup ) olmak tiizere ikiye ayrildi; 1. Grup, n=10 ve 2.
Grup, n=20. 1. Gruba, 0,5 ml intraperitoneal olarak izotonik salin soliisyonu verildi. 2.
Gruba, salin soliisyonu igerisinde ¢6ziilmiis bir halde 0,5 ml olanzapin (2mg/kg)
intraperitoneal yoldan uygulandi. Bu islemler 30 giin boyunca sabah 09-11 saatleri
diliminde 1. Grup ve 2. Grup ratlara uygulandi. Ratlar deney bitiminden dnceki gece ag
birakildi ve sadece su verildi.

Deney sonunda ratlara 09-11 satleri diliminde, 5cc ketamin HCI (50mg/ml) ile
anestezi uygulandi. Salin ile reperfiizyonun ardindan biitiin ratlar dekapite edildi. Beyin
dokusundaki sag prefrontal korteks biyokimyasal analizler yapilmak {izere alindi.
Dokular ¢alisma giinii biyokimyasal analizler yapilana kadar -80 °C’de (NUAIRE Ultra-
Low Freezer Model No: Nu-6420E) muhafaza edildi.

3.3.2. Doku Homojenizasyonu

Ratlar sakrifiye edildiginde alinan sag prefrontal korteks doku numunesi, likid
nitrojen kullanilarak homojenizasyon yapildi ve ardindan SET buffer (250 mM sukroz,
2 mM EDTA, 10 mM tris-baz pH 7.4) igine konularak -80 °C’de muhafaza edildi.
Homojenatlar, ¢aligma giinii geldiginde +4 °C’de ve 220 V’da 10-15 dakika boyunca
sonikasyon (METU electromechanical, Serial No. 30607, Germany) gergeklestirildi.
Santrifiij islemi, 3000 G ve +4 °C’ de 5 dakika boyunca (Jouan C4i Cat no: 11177560)

gerceklestirildi. Biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in siipernatant kisim alindi.
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3.3.3. NADH-koenzim Q rediiktaz veya NADH dehidrogenaz(Kompleks 1)

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

Test ilkesi: 340 nm absorbansda, NADH oksidasyon hizinda bir azalma olarak

oOlgiiliir. Gergeklesen bu azalma NADH dehidrogenaz’ 1n aktivitesi ile orantilidir.

NAD* + H*

NADH

Sekil 12. Test kitine gore Kompleks 1 tarafindan katalizlenen reaksiyon(Cayman CHEMICAL
Batch: 0485111)

Test yontemine gore, 2 tiip hazirlandi. Tip 1’in igine sirasiyla 4,550 pl
complex-1 activity assay buffer, 100 ul; 100 mM KCN, 250 ul FF-BSA assay reagent,
100 pl bovine heart mitochondria assay buffer ilave edildi. Tiip 2’in igine sirasiyla
3,125 pl complex-1 activity assay buffer, 150 pl NADH assay reagent, 100 pl
ubiquinone assay reagent ilave edildi. Kuyucuklarin her birine sirasiya 50 pl tiip 1
karigimi, 20 pl homojenat siipernatant (1.Grup ve 2. Grup), 30 pl tip 2 karigimi
konuldu. Olgiimler, 340 nm ve 25 °C’de bir UV spektrometrede (SHIMADZU, UV-
160A) her 30 saniyede bir 15 dakika boyunca gerceklestirildi. Ol¢iimler kaydedildi.
Yapilan oOl¢lim, dakikada gerceklesen absorbans degisimi AA/dk olacak sekilde
hesaplandi.
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3.3.4. Siiksinat-KoenzimQ Rediiktaz (Kompleks 2) Ol¢iimii:

Kompleks 2 dl¢timii, Cayman’s Mitochek® complex II Activity Assay Kit’i
kullanilarak yapildi (Cayman CHEMICAL Batch: 0485112).

Test ilkesi: Siiksinat Kompleks 2 tarafindan okside edilir, elektronlar bir
ubikinon analoguna, daha sonradan oksitlendiginde 340 nm’de absorbe olan
diklorofenolindofenol (DCPIP)'e aktarilir. indirgenen DCPIP’1n absorbansi azalir. 600

nm’de absorbanstaki bu azalma Kompleks 2’nin aktivitesi olarak 6l¢iiliir.

DCPIPH; DCPIP (600 nm)
FADH: FAD
FUMARAT SUKSINAT

Sekil 13. Kompleks 2 aktivite test Kitindeki katalizlenen reaksiyon (Cayman CHEMICAL
Batch: 0485112)

Test yontemine gore, Tiip 1 ve Tiip 2 olmak tiizere 2 tiip hazirlandi. Tiip 1’ in
icine sirastyla 4,780 pl complex-2 activity assay buffer, 100 pl bovine heart
mitochondria assay buffer, 10 ul; 1 mM rotenone, 100 ul; 100 mM KCN, 10 ul; 10 Mm
antimycin A ilave edildi. Tiip 2’ in igine sirasiyla 2,435 ul complex-2 activity assay
buffer, 40 ul succinate assay reagent, 100 ul ubiquinone assay reagent, 800 ul DCPIP
assay reagent ilave edildi. Kuyucuklarin her birine sirastyla 50 pl tiip 1 karisimi, 20 pl
ratlardan alinan ornekler (kontrol grubu ve olanzapin grubu), 30 ml tiip 2 karisimi
kondu. Olgiimler, 600 nm ve 25 °C’ de UV spektrometrede her 30 saniyede bir 15

25



dakika boyunca gerceklestirildi. Olgiimler kaydedildi. Yapilan &lciim, dakikada
gerceklesen absorbans degisimi AA/dk olacak sekilde hesaplandi.

3.3.5. Ubikinol-Sitokrom ¢ Rediiktaz veya bcl Kompleks (Kompleks 3)
Kompleks 3 6l¢iimii, Cayman’s Mitochek® complex II/IIl Activity Assay
Kit’i kullanilarak yapildi (Cayman CHEMICAL Batch: 485113).
Test ilkesi: Bu kit kompleks 3 araciligiyla katalize olan sitokrom ¢’ nin
indirgenmesinin 6l¢lim metoduna dayanir. Bu 6l¢iimiin dogrulugu i¢in, QH2 olusumu

icin gerekli olan siiksinat-koenzim Q rediiktaz (kompleks 2) eslestirilmistir.

H*
a "B N O

x ~ Al .

4

'

“

) 1

£

in

r"
SUKSINAT

Sekil 14. Kompleks 2/3 aktivite test kitindeki reaksiyon (Cayman CHEMICAL Batch: 485113)

Test yontemine gore, Tiip 1 ve Tiip 2 olmak tizere 2 tiip hazirlandi. Tiip 1’in
igine sirastyla 4,790 ul complex-2/3 activity assay buffer, 100 ul bovine heart
mitochondria assay buffer, 10 ul; 1 mM rotenone, 100 ul;100 mM KCN ilave edildi.

Tip 2’in igine sirasiyla 3,035 pl complex-2/3 activity assay buffer, 40 pl
succinate assay reagent, 300 pul cytochrome c assay reagent ilave edildi. Kuyucuklarin
her birine 50 ul tiip 1 karisimi, 20 pl ratlardan alinan Grnekler (kontrol grubu ve
olanzapin grubu), 30 pl tiip 2 karistmi konuldu. Olgiimler, 550 nm ve 25 °C’de UV
spektrometrede her 30 saniyede bir 15 dakika boyunca gergeklestirildi. Olgiimler
kaydedildi. Yapilan 6lgiim, dakikada gerceklesen absorbans degisimi AA/dk olacak
sekilde hesaplandi.
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3.3.6. ATP-Sentaz (Kompleks 5) Olgiimii

ATP-Sentaz 6l¢iimii, Cayman’s Mitochek® complex V Activity Assay Kit’i
kullanilarak yapildi (Cayman CHEMICAL Batch: 0485114).

Test ilkesi: Teste baglamadan 6nce mitokondri izolasyonu gerceklestirilmistir.
Bu test, ATP-sentaz ile ATP’yi ADP’ye doniistiiriir. ADP daha sonra piirivat kinaz
tarafindan kullanilirken, piirivat kinaz fosfoenol piirivat’in piirivat’a doniistiilmesinde
gorev alir ve bu duruma ATP iiretimi eslik eder. Laktat dehidrogenaz ve NADH
varh@inda piirivat laktat’a, NADH ise NAD"’ya indirgenir. NADH oksidasyon hizi, 340

nm’de gbzlemlenebilir.

Laktat
¥ Laktat
Dehidrogenaz
MADH Piruvat Kinaz tticinaici
Pirvat - — \ osfoenolpiruvat
ATP ADP

Sekil 15. ATP-sentaz aktivite testindeki reaksiyon (Cayman CHEMICAL
Batch: 0485114)

Mitokondri izolasyonu:

Mitokondri  izolasyonu,  Mitochondria  Isolation  Kit for  Tissue
Abcam (ab110169/MS851) kullanilarak gergeklestirilmistir. Mitokondri izolasyonu igin
homojenatlar +4 °C’de 1.000 g’de 10 dakika santrifiij uygulandi. Siipernatanlar alinarak,
pelletler atildi. Siipernatanlar yeni tiiplere aktarildi ve biitiin tiplere 500 pl izolasyon
buffer ilave edildi. Tiipler +4 °C* de 12.000 g’de 15 dakika sanrifiij uyguland1 ve
stipernatanlar atilip, pelletler alindi. Biitiin pelletlere 250 pl izolasyon buffer eklendi ve
+4 °C°de 12.000 g’de 15 dakika sanrifiij islemi uygulanmaya devam edildi. Santrifiij
islemi sonrasi pelletler alind1 ve tekrar 4 °C* de 12.000°g de 15 dakika boyunca sanrifiij
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uygulandi. Sitipernatanlar uzaklastirilip, pelletler alind1 ve iizerlerine 250 pl izolasyon
buffer eklendi.

ATP-Sentaz 6l¢lim kiti yontemine gore, Tip 1 ve Tiip 2 olmak iizere 2 tiip
hazirlandi. Tiip 1’in igine sirastyla 4,890 ul ATP-Sentaz activity assay buffer, 100 ul
bovine heart mitochondria assay buffer, 10 ul; 1 mM rotenone ilave edildi. Tiip 2’in
icine sirasiyla 3,175 pl ATP-Sentaz activity assay buffer, 100 ul complex-V ATP
reagent, 100 ml ATP-Sentaz NADH reagent ilave edildi. Kuyuculuklarin her birine 50
ul tip 1 karisimi, 20 pl ratlardan alinan 6rnekler (kontrol grubu ve olanzapin grubu), 30
ml tiip 2 karisimi ilave edildi. Olgiimler, 340 nm ve 25 °C’de her 30 saniyede bir 15
dakika boyunca gergeklestirildi. Yapilan Ol¢im, dakikada gergeklesen absorbans
degisimi AA/dk olacak sekilde hesaplandi.

3.3.7. Protein Miktar1 Tayini

Calismamizda protein miktar1 tayini, Lowry ve arkadaslarinin metodu
kullanilarak yapildi. Biitiin protein miktar tayin yontemleri, proteini olusturan
aminoasitler arasindaki peptit baglarinin kopmasi ilkesine dayanmaktadir.

Aminoasitler arasindaki bulunan peptit baglarinin kopmasinda kullanilan
kimyasal maddelerin O6zellikleri, metodlar arasindaki farkliliklart olusturmaktadir.
Lowry ve arkadaslar1 protein miktar1 6lgiimiinii bitiret yontemine dayandirmistir.

Deneyin mantig1 alkali ortamda proteinler, peptid baglar1 ve tirozin
kalintilarmin ~ bakir ile  kompleks olusturmasi temeline dayanir. Peptit bagi
nitrojenlerinin bakir iyonlar1 ile reaksiyonu, daha sonra aromatik aminoasitlerin bakir
katalizli oksidasyonu vasitasiyla, ortama konulan folin reaktifinin heteropolimolibden
mavisine indirgenmesi seklinde olur (Lowry ve ark.,1951).

Reaktif ve standartlarin hazirlanmasi:

1. Soliisyon A: Na,COs3, %2 (w/v)

Na,COs’dan 2 gr tartilarak distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede 100 ml’ye
tamamlanmaistir.
2. Soliisyon B: CuSO45H,0, %1 (w/v)

CuS0O45H,0’dan 0,1 gr tartilarak distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede 10 ml’ye
tamamlanmuistir.

3. Soliisyon C: Na-K tartarat, %2 (w/v)
Na-K tartarat.4H,0O’dan 0,26 gr tartilarak distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede 10

ml’ye tamamlamaistir.
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4. Complex Forming Reagent
Calisma yapilmadan hemen Once hazirladigimiz soliisyon A, B, C’den sirast ile 100:1:1

orani gbz Oniine alinarak hazirlanmstir.

5. NaOH: 2 N
NaOH’dan 4 gram tartilarak distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede 50 ml’ye
tamamlanmaistir.

6. Folin Reagent: 1 N

2 N olarak hazirlanmis olan Folin Reagent ana stogundan 50 ml alinarak distile su ile
100 ml’ye tamamlanmustir.

7. Albumin standart: 2 mg/ml
Albumin’den 0,002 gr tartilip 1 ml’ye tamamlayarak ¢Oziilmiistir. Bundan seri

diltisyonla standartlar hazirlandi.

Tablo 1. Protein miktar1 tayini

Numune Standart Kor
Siipernatant 100 pl -
Standart - 100 pl -
Deiyonize su - - 100 pl
NaOH 100 pl 100 pl 100 pl

Ornekler 100 °C su banyosunda 10 dakika bekletildi ve oda 1s1sina gelene kadar
disarida tutuldu.

Tablo 2. Protein miktar1 tayini

Complex-Forming | 1000 pul 1000 ul 1000 ul
Reagent
Folin Reagent 100 pl 100 pl 100 pl

Daha sonra tiipler karistirildi. Oda 1sisinda 30-60 dakika bekletildikten sonra
numunelerin spektrofotometrede 550 nm’de dalga boyunda absorbaslar1 oOlgiildii.
Protein konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak istatistik programi SPSS

yardimuiyla olusturulan standart egriye gore hesaplandi ve mg/ml olarak ifade edildi.

3.4. Verilerin Istatiksel Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen veriler kodlandiktan sonra istatiksel degerlendirme i¢in
SPSS 15.0 bilgisayar programi uygulandi.

Verilerin tanimlayict 6zellikleri ortalama + standart sapma, medyan ve
minimum-maksimum olarak ifade edildi. Normalik varsayimi igin Shepiro Wilk testi

yapildi. Degerlendirme sonrasinda kompleks 2 (K1), kompleks 3 (K3) ve ATP-sentaz’in
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normal dagilima uydugu fakat kompleks 1 (K1)’in normal dagilima uymadig: tespit
edildi. Logaritmik doniisim iglemi yapildiktan sonra K1 degerlerinin de normal
dagilima uydugu tespit edildi. Bu nedenle 6lgiimle belirtilen K1, K2, K3 ve ATP-sentaz
degerleri acisindan gruplar (kontrol ve olanzapin) arasinda istatiksel fark olup olmadigi
parametrik bir test olan “Bagimsiz Gruplarda t testi (Student t testi)” aracilifiyla da
tespit edildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Merkezi olgiitler aritmetik ortalama

+ standart sapma olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kompleks 1, 2, 3 ve ATP-Sentaz Verileri

Calismamizda olanzapinin 2 mg/kg dozlarinda prefrontal korteks Kompleks 1,
2,3,5 aktivitesi tizerinde bir etkisi olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Elde edilen veriler

tablo 3’ de verilmistir ve ayrica sekil 16’da grafik olarak gosterilmistir.

Tablo 3. Gruplarin tanimlayici istatistikleri

R .
1. Grup
Kompleksl (n=10) 8,693+4,544 017
(AA/dK)/(gprotein) 2. Grup 10.58645.735 ,
(n=20) : ,
1. Grup
+
Kompleks 2 (n=10) 8,803+3,880 .
(AA/dK)/(gprotein) 2. Grup y_ A ,
(n=20) : ’
1. Grup
Kompleks 3 (n=10) 11,033+2,628 e
(AA/dK)/(gprotein) 2. Grup W ,
(n=20) : ’
1. Grup
Kompleks 5 (n=10) 40,867+10,807 S
(AA/dK)/(gprotein) 2. Grup 20 0100 N1 :
(n=20) ' ,

Yapmis oldugumuz calismada 1. Grup (kontrol grup) ve 2. Grup (olanzapin
uygulanan grup) kompleks 1, 2, 3 ve ATP-sentaz degerleri karsilastirildiginda gruplar

arasinda istatiksel olarak herhangi bir fark bulunmamaistir (P> 0,05).
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M1

0500 H k2
K3
WS

0400

0300

02007

01007

Ort. (Kompleks 1, Kompleks 2, Kompleks 3, Kompleks 5)

Kontral Olanzapin

Gruplar

Sekil 16. Kontrol ve olanzapin gruplarindaki kompleks 1, 2, 3 ve 5(ATP-sentaz) diizeyleri
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5. TARTISMA

Tipik ve atipik antipsikotik ilaglarin farkli klinik, biyokimyasal ve davranigsal
profilleri oldugu gosterilmistir.  Metabolizmanin, Ozellikle mitokondriyadaki
bozuklugunun oksidatif strese ve noéronal Oliime yol actigi ve beyindeki bircok
hastaligin patogenezinde rol oynadigi iyi tanimlanmistir. Bu baglamda, antipsikotik
ilaglarin farelerin beynindeki enerji metabolizmasi parametreleri lizerindeki in vitro
etkilerini arastirdik.

Beyin metabolizmasinda disfonksiyon sizofreni, depresyon ve bipolar
bozukluk gibi noropsikiyatrik bozukluklarla iliskilidir(Prince ve ark., 1998; Kato ve
Kato 2000; Albert ve ark., 2002). Baz1 kanitlar ayrica, bu tiir bozukluklarin tedavisinde
kullanilan ilaglarin, 6zellikle de onu artirarak enerji metabolizmasini modiile etme
olasiligina isaret etmektedir. Bu baglamda, kisa bir siire oOnce, duygu durum
diizenleyicilerinin, bir hayvan mani modelinde amfetamin tarafindan neden olunan sitrat
sentaz aktivitesi tlizerinde inhibe edici etkiyi Onledigini ve tersine c¢evirdigini
bildirdik(Correa ve ark., 2007).

Bugiine kadar olanzapinin beyin dokusunda mitokondri iizerine etkisini arastiran
az sayida calisma bulunmaktadir ve bu konu tam olarak aydinlatilamamistir (Gross ve
ark., 1996; Whatley ve ark., 1996; Volz ve ark., 2000; Madrigal ve ark., 2001; Torres ve
ark., 2004; Adam-Vizi V, 2005; Scaini ve ark., 2012). Olanzapinin wistar albino rat
beyin sag prefrontal korteks mitokondriyal K1, K2, K3 ve ATP sentaz {izerine etkisini
olup olmadigini amagladigimiz bu ¢alismanin sonucglarma gore kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigini tespit ettik.

Bipolar ve sizofreni hastaliginin ortaya ¢ikisi ve sonrasinda mitokondriyal
bozukluklarla iligkili bulgularin artmasi, bu konu hakkinda c¢alisan arastirmacilar
olanzapinin tedavi edici etkisini mitokondrideki elektron transport zincirindeki
bozukluklar1 diizelterek gosterme olasiligi tizerinde ¢alismaya yonlendirmistir.

Sizofreni, depresyon ve bipolar bozukluk gibi ndropsikiyatrik bozukluklar,
beyin metabolizmasindaki islev bozuklugu ile iliskilendirilmistir (Albert ve ark., 2002;
Prince ve ark., 1998).

Volz ve arkadaglar1 (2000), antipsikotik kullanmayan hastalarin frontal
loblarinda ATP diizeylerinde azalma goézlemlemistir (Volz ve ark., 2000). Ayrica,

literatiirden elde edilen bilgilere gore sizofreni hastalarinda ATP diizeyleri ile negatif
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belirtilerin derecesi arasinda ters korelasyon olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Volz ve ark.,
1997). Beynin yiliksek doymamis fosfolipid icerigi ve enerji ihtiyaci olan biyokimyasal
ve fizyolojik 6zellikleri, bu organi1 6zellikle serbest radikal aracili hasara duyarli hale
getirmektedir (Madrigal ve ark., 2001; Gross ve ark., 1996). Mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon sisteminin ROS firettigi ve esas olarak I ve III komplekslerinin bu hasara
kars1 savunmasiz oldugu bilinmektedir. (Adam-Vizi V, 2005; Torres ve ark., 2004)

Bu baglamda, ¢esitli caligmalara gore, antipsikotikler oksidatif strese neden
olmaktadir (Jordan ve ark., 2002; Polydoro ve ark., 2004). Ayrica oksidatif hasar,
mitokondriyal disfonksiyonun sebebi veya sonucu oldugu rapor edilmistir. (Madrigal ve
ark., 2001; Torres ve ark., 2004). Prince ve arkadaslarinin (1998) yapmis oldugu
calismaya gore, olanzapin solunum zincir komplekslerinin aktivitelerini arttirirken diger
yandan da kompleks IV etkinligini inhibe ettigi gdsterilmistir (Prince ve ark., 1998).
Scaini ve arkadaglart (2012) sigcan beyinlerinde yaptigi calismada da olanzapinin
solunum zinciri kompleksleri I, Il ve II-1II'in aktivitelerini arttirdigr ve kompleks IV
aktivitesi olanzapin inhibe ettigi, kreatin kinaz (CK) aktivitesinin prefrontal korteks,
serebellum, striatum, hipokampus ve arka kortekste etkilemedigi gosterilmistir (Scaini
ve ark., 2012).

Yukaridaki bahsedilen olanzapinin kompleks 1 aktivasyonuna yd&nelik
calismalar olmasina karsilik bizim ¢alismamiza benzer sekilde olanzapin kompleks 1
izerine etkisinin olmadigin ileri siiren ¢aligmalar da mevcuttur (Andreazza ver ark.,
2010). Whatley ve arkadaslarinin (1996) yapmis oldugu c¢alismada ise olanzapinin
frontal kortekste NADH (kompleks I) aktivitesinde belirgin diisiis gosteren ¢alismalarda
gosterilmistir (Whatley ve ark., 1996).

Kompleks 2 ile ilgili yapilan ¢ok az ¢alismada da olanzapinin kompleks 2
tizerine olan etkisinde tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Rat beyin dokusunda
yapilan bir caligmada kompleks 2 aktivitesinde hi¢ degisiklik olmadigi veya
aktivivitesinde azalma oldugu goriilmiistiir (Taurines ve ark., 2010; Barrientos ve ark.,
1998). Insan dokularmnda yapilan bir baska calismada ise olanzapinin kompleks 2
aktivasyonuna herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (Maurer ve Moller,
1997). Bizim yaptigimiz ¢alismada da olanzapinin kompleks 2 iizerine etkisinin

olmadig: tespit edilmis olup yukaridaki kompleks 2 ile ilgili ¢aligmalarla uyumludur.
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Antipsikotikler ile literatiire gore, atipik antipsikotik olanzapin sadece serebellumda
stiksinat dehidrogenaz (SDH) 'yi inhibe ettigi rapor edilmistir (Scaini ve ark., 2012).

Kompleks 3 ile ilgili frontal kortekste yapilan ¢ok az galismada ise olanzapinin
kompleks 3 iizerine aktivitesinde belirgin diisiis gozlenmistir (Whatley ve ark., 1996).
Bizim g¢aligmamizda ise olanzapinin kompleks 3 iizerine etkisinde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir.

Bipolar bozukluk ve sizofreninin patofizyolojisine dair yapilan caligmalarda
incelenen bir diger konu ise artmis oksidatif stresin sizofreninin ¢ikisinda etkili oldugu
yoniindedir. Post mortern beyinde ya da periferal kan orneklerinde yapilmig olan
calismalarda sizofreni hastalarinda oksidatif stres artmis oldugu bildirilmistir.
(Andreazza ve ark., 2008, 2010; Machado-Vieira ve ark., 2007). Oksidatif stresin
baslica temel kaynagi elektron transport sistemidir (Halliwell ve Gutteridge, 2007;
Adam-Vizi ve Starkov, 2010).

Kompleks 5 iizerine olanzapinin etkisi Cohen ve arkadaslar1 (1997) tarafindan
calisilmis ve herhangi bir etkisi olmadig1 gosterilmistir (Cohen ve ark., 1997). Yapmis
oldugumuz g¢alismada olanzapinin ATP-sentaz ilizerine olmadig: tepsit edilmis olup,
yukaridaki ¢alisma ile uyumludur.

Literatiirde olanzapinin ATP-sentaz {izerinde etkisi konusunda c¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Bipolar ve sizofreni hastalarinin bulundugu bir PCR
caligmalarinda (Iwamoto ve ark., 2004) ATP-sentazin alt birimlerini birden fazla
mRNA’nin  expresyonunun azalmis oldugu belirtilmistir. Bipolar hastalarinin
postmodern prefrontal korteksinde ATP-sentazin alt {initelerini kodlayan 3 azaltilarak
diizenlendigi gosterilmistir (Sun ve ark., 2006). Buna ek olarak da disfonksiyonal
mitokondrinin ATP iiretimi agisindan daha az verimli, ROS’un {iretimi agisindan daha
¢ok verimli oldugu ve bu durumun bipolar bozuklukta goriilmekte olan oksidatif
diizensizlikte 6nemli bir kaynak olabilebilecegi diisiiniilmektedir (Andreazza ve ark.,
2007, 2010; Machado-Vieira ve ark., 2007). Arastirmalardaki kanitlara gore bipolar ve
sizofreni hastalarinda ROS ile olusturulan hasar1 ortaya koyarak bu yone isaret
etmektedir (Scani ve ark., 2016). Bundan dolay:1 bipolar hastalik ve sizofrenide ATP
seviyeleri konusunda tam olarak bir fikir birligi de bulunmamaktadir ve degisiklik
olmadigina dair ¢aligmalarda bulunmamaktadir (Deicken ve ark., 1995; Hamakawa ve

ark., 2004; Kato ve ark., 1993). Yapmis oldugumuz g¢alismada olanzapin ile tedavi
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sonrasinda rat sag prefrontal kortekste ATP-sentaz aktivitesinde herhangi bir degisiklik

olmadig1 yoniindedir.

Olanzapin, limbik bolgelerdeki A10 noronlarindaki D2’yi bloke etmektedir.
Ayrica olanzapin serotonin (5-hidroksitriptamin veya 5-HT) 2A reseptorlerini de bloke
etmektedir, bu ylizden olanzapinin bulundugu atipik antipsikotik ilaglara serotonin-
dopamin antagonistler olarak da adlandirilabilir (K6roglu ve Giileg, 2007). Olanzapinin
terapotik etki ile reseptor etkisi iliskileri su sekilde agiklanabilir; mezolimbik yolakta
D2 reseptor blokaji ile pozitif semptomlar1 azaltirlar, mezokardial yolakta dopamin
salimiminin artis1 ve SHT-2A reseptor blokaji ile negatif semptomlar1 azaltirlar. Diger
reseptorlere  baglanma ozellikleri, sizofrenideki kognitif, agresif ve depresif
semptomlar1 tedavi etmedeki etkinliklerine katkida bulunuyor olabilir (Giilseren ve
Erol, 2000). Yapilan bu ¢alisma ile birlikte bu konunun aydinlatilmasi i¢in daha ileri
caligmalara ihtiyag vardir ve enerji metabolizmasinin diger énemli basamaklarini da

aragtirmak gerekir.

Scaini ve arkadaglarinin yapmis oldugu deneyde olanzapin (0.1, 0.5 ve 1.0 mg /
ml) tampon i¢inde siispansiyon haline getirilmis ve sican dokusu homojenatlar1 iceren
reaksiyon ortamina eklenmistir. Kompleks | aktivitesi, prefrontal korteks ve striatumda
olanzapinin 0.5 mg / ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarinda artarken, 0.1 mg / ml
konsantrasyonunda ise degisiklik gozlenmemistir. Scaini ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bu calismada ayrica olanzapin 0.5 ve 1.0 mg / ml konsantrasyonlarinda,
serebellum, striatum ve posterior Kkortekste kompleks II aktivitesini arttirirken,
prefrontal korteks ve hipokampusta degisiklik olmadigi gbzlenmis; olanzapin 0,5 ve 1.0
mg / ml konsantrasyonlarinda prefrontal korteks, striatum ve posterior kortekste II-111
komplekslerinin aktivitesini arttirirken, 0.1 mg / ml konsantrasyonunda herhangi bir

degisiklik gozlenmemistir (Scaini ve ark., 2012).

Bu ¢aligmada olanzapinin etkisinin bulamamizin nedeni uygulanan dozlarin ve
calisilan beyin dokusu boélgelerinin farkliligi olabilir. Ciinkii diisiik miktarda
uygulanilan olanzapin dozu ve bunun yani sira olanzapinin etki mekanizmasinin beynin
mezolombik bdlgesinde oldugunu da varsayarsak yapmis oldugumuz c¢alismada

degisiklik gormememiz normaldir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yapmis oldugumuz bu ¢alismada olanzapinin beyin dokusunun
sag prefrontal korteksinde kompleks 1, 2, 3 ve 5 (ATP-sentaz) lizerine etkisinin
bulunmadigini tespit ettik. Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ileride yapilacak olan
calismalarin, Ozellikle beyin mezolimbik bolge dokusu caligilarak bu bulgularin

dogrulanmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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