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OZET

Deneysel Sizofreni Benzeri Model Olusturulan Farelerde Dexmedetomidine
(DEX)’ nin Ogrenme ve Bellek Uzerine Etkisinin Davramssal ve Molekuler
incelenmesi

Cahsmamz Deksmetedomidinin Sizofreni hastahg icin davramssal ve
molekuler diizeyde iyilestirici roltndn degerlendirmektir.

Bu amacla alt1 grup olusturulmustur. Her bir grupta kullamlacak ilaclar
intraperitonal olarak enjekte edilmistir. ( MK-801, DEX1, DEX2, SF,
MK801+DEX1, MK801+DEX?2). Yetiskin Balb/c farelerde bilissel islevler Morris
su havuzu testi ile degerlendirilmistir. Daha sonra servikal dislokasyonla limbik
sistemdeki Hipokampus c¢ikarithp COMT, RELN, DISC-1, DTNBP-1, NRG-1,
BDNF  genlerin  mRNA  ekspresyon  duzeyleri  molekiler  dizeyde
degerlendirilmistir.

MK-801 grubunda bilissel islevler i¢cin uygulanan Morris su havuzu testinde
(MWM) platformu bulma stirelerinde artis meydana gelmistir. DEX uygulanan
grup ve kontrol grubunda benzer sonuglar saptanmistir. MK801-DEX gruplannda
bu stire azalarak bilissel islevdeki bozulmay onarici yonde etki gostermistir.

MK-801 grubunda COMT, RELN, BDNF, NRG-1, DISC-1 genlerinin
MRNA ekspresyon duzeylerinde azalma meydana gelirken, DTNBP-1 geni mRNA
ekspresyon duzeyinde degisiklik gozlenmemistir. DEX1 ve DEX2 gruplannda bu
genlerin mRNA ekpresyon duzeyleri kontrol grubuyle benzer sonuclar vermistir.
MK-801+DEX1 ve MK-801+DEX2 gruplarn ile MK-801 grubu karsilastinldiginda
bu genlerin mMRNA ekspresyon diizeylerinde artis meydana gelmistir.

Bilissel islev ve molekiler diizeyde degerlendirme siginda DEX’in onarici
etkisinin ileriki donemlerde sizofreni hastahgnin tedavisinde yardimci olabilecegi
dustnulmektedir.

Anahtar Kelimeler: MK-801, DEX, Sizofreni, MWM



ABSTRACT

Behavioral And Molecular Investigation Of The Effect Of Dexmedetomidine
(DEX) On Learning And Memory in Experimental Schizophrenia-Like Model
Mice.

Assessment of the therapeutic role of DEX at the behavioral and molecular
level in schizophrenia in our study.

Six groups were formed for this purpose. Intraperitoneal injections were
made for the drugs to be used in each group (MK-801, DEX1, DEX2, SF, MK801 +
DEX1, MK801 + DEX2). The Morris water mase test for cognitive functions in
adult Balb / ¢ mice was evaluated. Then, mRNA expression levels of COMT,
RELN, DISC-1, DTNBP-1, NRG-1 and BDNF genes were evaluated at the
molecular level by removing the hippocampus in the limbic system with cervical
dislocation.

In the Morris water mase test (MWM) applied to the cognitive functions in
the MK-801 group, there was a prolongation of the time to find the platform.
Similar results were obtained with the DEX group and control group. This time
was shortened in the MK801-DEX group and had a restorative effect on cognitive
function impairment. It is thought that the restorative effect of DEX on evaluation
of cognitive function and molecular level may be helpful in the treatment of
schizophrenia in the future.

In the MK-801 group, mRNA expression levels of the COMT, RELN,
BDNF, NRG-1 and DISC-1 genes decreased, while no change in the DTNBP-1 gene
MRNA expression level was observed. The mRNA expression levels of these genes
in the DEX1 and DEX2 groups gave similar results to the control group. When the
MK-801 + DEX1 and MK-801 + DEX2 groups were compared with the MK-801
group, the mRNA expression levels of these genes increased.

It is thought that the restorative effect of DEX on evaluation of cognitive function
and molecular level may be helpful in the treatment of schizophrenia in the future.

Keywords: MK-801, DEX, Schizophrenia, MWM
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1. GIRIS

Sizofreni, diinyada yaklasik olarak 26 milyon kiside gorulen mental bir hastalik
olup genellikle 16-25 yas arasinda goriliir'. Erkekleri ve kadinlar: esit derecede etkiler
ancak kadinlarda erkeklere gore daha erken gorilebilir. Kisilerden veya durumlardan
etkilenip, gerceklerden uzaklasarak dislinme, duyu ve davramslarda bozukluklarla
ortaya cikan agir bir mental rahatsizliktir®. Genel anlamda sizofreni hastalarinda beyin,
bilgi islem gorevini yerine getiremez. Bu nedenle psikozlar ortaya cikar®. Giniimiizde
Sizofreni hastaliginin tam olarak nedeni belirlenemese de bu konuda bircok calisma
yapilmustir®,

Merkezi sinir sisteminde fiziksel, sosyal ve cevresel faktorler ile gen
ekspresyonu arasindaki iliskinin beynin fizyolojik ve davrams yapisi Uzerine etkisi
yapilan klinik ve laboratuvar calismalarla gdsterilmektedir®. Sinir sisteminde tecriibeye
bagli plastisitenin tanimlanmasindan sonra deney hayvanlarinin  beyinlerinde
biyokimyasal ve yapisal degisiklikler arastirilmaya baslanmustir®. Ogrenme ve bellek
uzerine vyapilan calismalarda molekiler dizeyde N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorlerinin aracilik ettigi g6zlenmistir™’. Beyinde eksitatdr norotransmitter olan
glutamatin NMDA resept0r aracili iletimi bilissel islevler ve duygusal yanitlar ile ilgili
stireclerde temel rol oynamaktadir®. Haberny ve arkadaslart NMDA reseptorlerinin bu
etkileri nedeniyle NMDA reseptorlerini, “bellek yapicisi (memory maker) olarak
tanimlamaktadirlar’. Duyu ve bellegin duzenlenmesinde yeralan Limbik sistemin
yapilarindan biri olan hipokampis, 0zellikle bellek izlerinin olusturulmasinda
sorumludur'®. Hipokampiisdeki néronlarda bulunan NMDA reseptorlerinin blokajt
sayesinde sizofreni benzeri hayvan modeli calismalari yapilmaktadir. Ketamin ve
Dizosiplin gibi NMDA antagonistleri genellikle bu calismalarda kullaniimaktadir'’.

Deney hayvanlarinda sizofreninin fizyopatolojisini ve sizofreni tedavisinde
kullanilan  yeni ilaglarin  etkilerini  degerlendirmeye olanak veren modeller
kullaniimaktadir. Davrams testleri sizofreninin hayvan modellerinin gegerliligini
belirlemek ic¢in yaygin olarak yapilir. Bunlardan bazilari lokomosyon ve stereotipi
modelleri, kosullanmis sakinma cevabi, katatoni testi, sigan pence testi, kendini uyarma
paradigmalari, urkme refleksinin zayif bir 6n uyar: araciligi ile inhibisyonu, latent

inhibisyon paradigmalari, rodentlerde sosyal etkilesme testi ile sizofreninin



degerlendirilmesi, biligsel modeller, hiicresel ve molekiler modeller, farmakolojik
modeller, gelisimsel modeller, genetik modeller olarak siniflandirilabilir2.
Glutamaterjik sistem reseptori NMDA blokaji ile sizofreninin baglantil:
olabilecegi dusunulse de sizofreninin sadece bu sistemle degil ayni zamanda
norotransmitterlerin  kimyasal yapilarina gore olusturdugu diger norotransmitter

1314 Ornegin Dopamin Hipotezi

gruplariylada iligkili olabilecegi dustnilmektedir
denilen Endokrin sistemin énemli hormonlarindan biri olan hipersekresyonu nedeniyle
de Sizofreni olusabilecegi seklinde bir agiklama zamanla calismalarda yer almaya
baslamistir. Bu stiregte dopamin hormonu saliniminin fazla olmasinin nedenleri gen
ekspresyonundaki bozukluklar olarak gésterilmistir’. D2 reseptér denilen ozellikle
6grenme ve bellek performans: tzerine etkilerde aracilik eden ve Dopamin salgilamada
gorev alan bu reseptorlerin blokaji sayesinde bu hormonun normal dizeyde
salgilanmasinin saglanabilmektedir'>*®. Klozapin, DEX gibi ilaclarin hem sedatif etki
goOstermesi hemde sizofreni hastalarinda davranissal yanitlari inhibe etmesiyle amaciyla
cesitli calismalarda kullanilmaktadir'”.

Dopamin bircok beyin islevinde yeralan ayrica motor koordinasyon ve

hareketlerin kontroliinde hayati 6énem tastyan bir nérotransmitterdir®*>*°

. Dopamin
yolaklart duygularin ve bellegin dizenlenmesinde 6nemli bir yere sahip Limbik
sistemin Hipokampisunde bulunurken davranis, motivasyon, duygu ve planlamayi
diizenleyen kisim frontal korteksde de yeralir®*>16:18,

Genelde sizofreni ile ilgili yapilan calismalarda disi farelerin menstrual sikluslar
nedeniyle hormon dengesizligi meydana geldigi igin net bir sonug alinamayabilir. Bu
nedenle ¢calismalar igin daha ¢ok erkek fare tercih edilmektedir. Bizde ¢alismamizda 25-
30 gr agirhiginda 8-10 haftalik yetiskin Balb/c erkek farelerde NMDA reseptor blokaj:
yapilarak Sizofren benzeri fare modelinde DEX’in 6grenme-bellek performansi tzerine
etkileri aragtirillmistir. Hafiza ve 6grenme Morris su havuzu testi ile degerlendirilmistir.
Farelerin Hipokampus dokusu ¢ikarilarak molekiler dizeyde COMT, RELN, DISC-1,
BDNF, NRG-1, DTNBP-1 genlerinin ekspresyon dlzeyleri icin Real Time PCR

yontemi kullaniimastir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Beyin Gelisimi

Beyin gelisimi, dogum 6ncesi donemden okul ¢agina kadar i¢ ice gegmis cesitli
basamaklardan olusmaktadir. Bunlar sinir hiicrelerinin olusumu (nérogenez), sinir
hlcrelerinin gogt (migrasyon), sinir hiicrelerinin birbiri ile iletisimini saglayacak akson
ve dendritlerinin olusumu, sinaps olusumu (sinaptogenez), sinapslarin artirilmasi,
olgunlagsmasi ve sonug olarak sinir hicrelerinin ¢evresinde destek dokularin ve etkili
iletisimi saglayacak dokularin olusmasidir (gliagenez ve miyelinizasyon)*?.

Sinir hdcresi olusumu: Sinir sistemi olusumu, noéral tupun sekillenmeye
baslamasindan kisa bir siire sonra (yaklasik gebeligin 3. haftasi) néron hiicre sayisindaki
artisa baglh olarak gebeligin 7. haftasinda tepe noktasina ulasir ve yaklasik olarak 8.
haftada biyik bir kismi tamamlanmis olur. Bir kisim sinir hicresi olusumu ise, fetal
yasamin son dénemleri ve dogumdan sonraki ilk birka¢ ayda da devam eder. Gebeligin

4. ayinda beynin biytik bir kismi sekillenmistir®.

Alict sinir
hucresi

“Dendrit"ler

Sekil 1. Sinir hiicresi (Néron)®



Sinir hicresi gocl: Norogenez ile birlikte olusan milyonlarca hiicrenin kaynak
yerlerinden merkezi sinir sistemindeki asil yerlerine gogleri, gebeligin ilk haftalar: ile
bagslar ve gebeligin 3-4. aylarinda en ylksek seviyeye ulasir. Sinir hucrelerinde gorulen
bu hareket normal bir beynin sekillenmesi icin gereklidir>?%3,

Akson ve dendritlerin olugsumu: Beyin gelisimi sirasinda goclerini tamamlayan
sinir hucreleri, genellikle iki yol izlerler. Bir kisim hucre farklilasarak, akson ve
dendritleri meydana getirirken, sinapsis kuramayan néron hicrelerinin bir kismi ise
gerileyerek programlanmis hiicre 6limdiine (apopitozise) ugrarzo. Sinir hicresi olusumu
birincil olarak dogum o6ncesi gelisim sirasinda goriliur. Ancak akson ve dendritlerin
olusumu dogumdan sonra da devam eder. Yeterli sayiya ulasan akson ve dendiritlerin
asirt miktarda yapilan kismi elenir?.

Sinaps olusumu ve sinaptik plastisite: Beyin gelisiminde asil olan sinaps
olusumu genellikle gebeligin 23. haftasindan itibaren goriilmeye baslar’®?'. Merkezi
sinir sisteminde sinirsel agin kurulmasi, aksonlarin biyumesi, postsinaptik hedefine
ulasmas: sinapslarin sekillenmeye baslamas: sonucunda gerceklesir. Sinir hiicresi
olusumu ve gogtnden farkli olarak sinaps olusumu ve gelisimi ¢ok uzun sure devam
eder. Serebral kortekste sinaps yapimi tim gebelik boyunca devam ederken en fazla
yapim yasamin ilk yillarinda olur. Sinapslarin en fazla yapildigi donemde kortikal
bolgede yer alan her bir néron hiicresi yaklasik 15 bin sinaps yapar. Bu gebeligin ilk 2
ay1 ve dogumdan sonraki ilk 2 yilda her saniyede 1,8 milyon sinaps yapimina karsilik
gelmektedir®’. Beynin bircok bolgesinde asir1 sinaps yapimin: takiben sinaps yapiminda
azalma meydana gelir. Gelisim sirasinda sinaps yapimi yetiskin doneme goére % 40 daha
fazladir. Yogun sinaps olusum doénemi, beynin farkli bolgelerinde farkli zamanlarda
gerceklesmektedir®.

Sinaps yapimi buyuk oranda genetik kontrol altinda olmasina karsin sinaps
olusumunu diizenleyen genlerin kiicik bir kismi bilinmektedir. Sinapslarin final
sayisina ulasincaya kadar gerileme olaylar: sinir hicreleri arasinda kurulan iletisime
gore  degisir.  Sinaptik  dallanma  Hebbian  prensiplerine  gbre  yani
kullanma/kullanmamaya baglidir. Buna gore, daha aktif sinapslar guclenirken, aktivitesi
az olan sinapslar zayiflar ve yok edilirler. Sinir hcrelerinin organizasyonu ve
sinapslarin  desteklenmesi, presinaptik hiicredeki ndrotransmitter reseptorleri  ve

postsinaptik hiicrede ortaya ¢ikan norotrofinlerle iliskilidir. Norotrofinlerin; sinir



hicrelerinin varligini surddrmesi, aksonal ve dendritik biiylime, sinaptik yap: ve iletimi,
nérotransmitter salinim, sinaptik plastisite de gorev alan bir proteindir®2*.

Beyinde sinirsel agin olusmas: icin Onemli bir yere sahip olan plastisite;
duygusal-bilissel davranislarin, 6grenme ve bellegin temelinde yer almaktadir. Yeni
sinapslarin gelisimi, mevcut sinapslarin aktiviteye bagli olarak glclendirilmesi ve
sinapslarin eliminasyonu, plastisitenin temel bicimlerinden oldugu kabul edilmektedir.
Bu 6zelliklerin en iyi gozlendigi model, 6grenme ve bellek mekanizmalar: olup, NMDA
reseptorlerinin; sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek igin c¢cok 0Onemli oldugu

gOSthIlmlstl r5,7,9,13,14,19,20,22,23

2.1.1. Beyin Gelisim Donemleri

Beyin gelisimi icin kritik periyot, gelisime bagli olarak bir seri hizli kokten
degisikligin oldugu bir dénemdir. Bu dénem 0zellikle aksonal biylme, dendritik
olgunlagma, sinir hicresi aglarimn kurulmasi, yeni sinapslarin  olusmasi, glia
hlcrelerinin ¢ogalmas: ve miyelinizasyon gibi degisiklikleri kapsamaktadir. Kritik
beyin gelisim periyodu nérotransmitter sistemlerin farklilastigi, degisiklige ugradig:
zaman dilimidir. Memelilerde beynin gelisim doneminin baslangici ve siresi tire gore
degisim gosterir. Bu donem insanda, gebeligin 3. trimestrinde baslar ve yasamin ilk 2
yilina kadar devam eder, fare ve sigan gibi kemirgenlerde ise yasamin ilk 3-4 haftasin

kapsarken tepe noktasina dogumdan sonraki 10. guinde ulasir®,

2.1.2. Gelisim Doénemleri

Gelisim; kalitim, cevre ve yasam tarzi sonucunda bireyde gorilen, déllenmeden
6lume kadar devam eden duzenli ve surekli degisikliklerdir. Gelisim sirasinda belirli
ozelliklerin 6ne c¢iktigi donemler bulunmaktadir. Insanda fiziksel olarak gelisim
donemleri yasa bagli olarak 0-2 yas bebeklik, 2-6 yas oyun dénemi, 7-11 yas okul
donemi, 12-18 yas ergenlik donemi, 18-30 yas genc yetiskinlik dénemi, 30-60
yetiskinlik donemi, 60 yas ve Uzeri yashlik olarak adlandirilmaktadir. Kemirgenlerde
ise bu donemler dogum sonrasi1 0-10. gunler yeni dogan, 11-23. glinler erken ¢ocukluk
doénemi, 24-35. ginler ¢cocukluk dénemi, 36-48. gunler ergenlik donemi, 49-61. Gunler
genc yetiskin donem, 62-250. gunler yetiskin, 250. giinden sonras: ise yaslilik olarak

tanimlanmaktadir?®,
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Sekil 2. insan ve farenin gelisim dénemleri®.

2.2. Sinir Sistemi

Canlilarin dig cevreden gelen uyarilara karst gostermis oldugu ve viicudun
kendini korumak icin olusturdugu i¢ dengenin saglamasi olayina Homeostazis denir.
Sinir sistemi, Endokrin sistemle beraber calisarak i¢ dengeyi korur ve olaylara cevap
verir. Endokrin sistemdeki yapilardan salinan noérotransmitter maddeler yasamsal
faaliyetleri devam ettirmemizi saglarlar. Noronlar arasinda veya bir noron ile baska bir
(tar) hucre arasinda iletisimi saglayan kimyasallara ndrotransmitter (uyaricilara tepki)
denir?” %, Nérotransmitterler ii¢ béliime ayrihr:

Kuaguk Norotransmitterler: Asetilkolin, glisin, GABA, glutamat igerirler.

Yogun-kicuk  Norotransmitterler:  Epinefrin  ve  norepinefrin  gibi
katekolaminleri icerirler.

Yogun-buyuk Norotransmitterler: Noéropeptidleri icerirler.

Sinir sisteminde hucreleraras: iletisimi saglayan bu maddeler sistemin (¢ ana
boliminde de gorev almaktadir. Sistem gorevlerin isleyisine gore Merkezi sinir sistemi
(MSS), Periferik sinir sistemi (PSS) ve Otonom sinir sistemi (OSS) olmak Uzere (ice
ayrilir. Merkezi Sinir Sistemi ile organ ve olusumlarin baglantisina innervasyon adi
verilir. Sinir sisteminin innervasyonu saglayan boélumt Periferik Sinir Sistemidir. Bu
sistem, orta beyinde bulunan kafa ciftleri (kraniyal sinirler), omurilikte bulunan spinal
sinirler (omurilik sinirleri) ve Otonom sinirler aracihigiyla butin vicudun

innervasyonunu saglar’.

2.3. Limbik Sistem
Merkezi sinir sisteminin belirli bolimleri duygusal davranislardan daha fazla

sorumludurlar. Sinir sisteminin en karmasik bolimu olarak bilinen bu sistem filogenetik



olarak en eski kismi olup Hipotalamusu c¢evreler. Heyecanlanma, ask, korku, heyecan,
zihinsel faaliyetler gibi duygularla iliskilidir*'®**. Bu sistemin gorevleri :

a. Bellek olusumu ve depolanmasi
b. Ogrenme

c. Davranislara duygusal cevaplar
d. Sekstel aktivite

e. Motivasyon

f.  Hormonal salg:

g. Agn ve haz duyusu

h. Vicut metabolizmasi

I¢ organlarin kontroliidiir.

2.3.1. Limbik sistemin Bélumleri:

1. Hipokampus: Uzun sureli bellegin olusturulup, gereginde yeniden ortaya
cikarilmasini  saglar. “Kayda deger” duyusal bilgiyi belirler’®3 (Asin
Uyarilabilirlik, — Halusinasyonlar, Psikomotor Etkiler, Ogrenme-Anterograd
Amnezi vb.).

2. Amigdala: Limbik sistemin basta koku olmak (zere duyularin denetiminden

18,33

sorumlu parcgasidir (Kisinin dinyadaki yeri).

3. Talamusun 0n cekirdekleri: Gelen emosyonel uyaranlarin, ilgili Ust korteks

merkezlerine iletilmeden énce toplandigi, duyusal iletim istasyonudur™®,

4. Hipotalamus: Heyecansal durumlarda istemsiz hareketlerden sorumludur.

Otonom sinir sistemini kontrol eder*®3,
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Sekil 3. Limbik sistemin yapilar®.

2.3.2. Limbik Sistemin En Onemli Transmitterleri:

2.3.2.1. Glutamat

Merkezi sinir sistemindeki eksitator aminoasitlerden olan glutamat, NMDA
reseptorleri araciligi ile beyin gelisiminde anahtar bir rol oynamaktadir. Eksitator iletide
onemli bir rol oynayan glutamatin NMDA, AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol-proprionat) ve Kainat reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorler ayrica
iyonotropik glutamat reseptdr ailesinin  iyonotropik alt grubu olarak da
siniflandiriimaktadir. Glutamat, sinir hiicresi farklilasmasinin cesitli evrelerini etkileyen
36’dan fazla biiyiime faktoriinden birisi olarak tanimlanmaktadir>”®. Gelisen sinir
hicrelerinin yasamalar: icin NMDA reseptorleri ile uyariimalari gerekir ve eger sinaps
olusumu sirasinda birkag saat NMDA reseptorleri ile uyariimalari engellenirse
programlanmis hicre 6limine ugrarlar. Programlanmis hicre 6limda, dogal bir durum
olmasina ragmen, beyin gelisimi doneminde NMDA reseptorlerinin blokaji sonucu
normal olmayan bir sekilde apopitotik ndrodejenerasyon ile milyonlarca sinir hicresinin

olimiine neden olabilir342223,
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Sekil 4. NMDA Reseptorii°.

2.3.2.2. Dopamin

Hipotalamustan salgilanan ve beyin islevinde rol alan bir nérotransmitterdir. Bu
hormonun gorevi noéronlar arasindaki iletisimi saglamaktir. Hormonun fonksiyonlars;
hareket, hafiza, davranis ve kavrama, prolaktin Gretiminin engellenmesi, uyku ve
6grenme ile duygu durumunun kontroltidiir*>*®. Hormonun fazlalig: ya da eksikligi
ciddi rahatsizliklarin yasanmasina neden olur. Hormonun fazla salinimi Sizofreni, az
salimimi Parkinson rahatsizligina neden olur. Dopamin yolaklari duygu ve bellek
(hafiza) diizenlenmesinde 6nemli bir bolge olan Limbik sisteme dahildir. Dopaminin iki
onemli reseptorii D1 ve D2 adi verilen reseptorlerdir. Farkli etki mekanizmalarina ve
merkezi sinir sistemindeki farkli dagilim bélgelerine gore birbirlerinden ayrilmislardir.
Daha sonra antipsikotik ilaglarin tedavi etkinliginin D2 reseptor afiniteleri ile guclu
baglantilar: oldugu bulunmustur™. Son zamanlara kadar D1 ve D2 belirlenmis tek
dopamin reseptorleri iken, molekiler klonlama c¢alismalar: sayesinde D3, D4 ve D5
reseptorlerini kodlayan (ic ayri dopamin reseptdr geni gosterilmistir’’. Dopaminin
hipersekresyonu nedeniyle Sizofreni, hiposekresyonu nedeniyle Parkinson hastalig
ortaya cikmaktadir.  Sizofrenide dopamin artisi varsayimi, dopaminerjik sistem

uzerindeki ila¢ etkilerine dair gozlemlerden dogmustur. Dopaminerjik sistem



aktivitesini arttiran amfetamin, kokain, ve metilfenidat (ritalin) gibi ilaglar, sizofreni
benzeri klinik tablolara yol agabilir ya da sizofreni hastalarinin belirtilerinde
alevlenmeye neden olabilir. Goruntileme calismalariyla elde edilen bulgular;
dopaminin sizofrenideki rolune dair daha kesin kanitlar saglamistir. Bu caligmalar
sizofreni hastalarinda artmis dopamin salinimi pozitif psikotik belirtiler arasindaki
iligkiyi gostermektedir.

1970’li yillarda Sizofrenide Dopaminin Teorisi tzerine ¢alisiimaya baslansa da
destekleyen ve desteklemeyen kanitlar bulunmaktadir. Dopamin sistemlerinin Sizofreni
icin 6nemli oldugunu dustindiren bulgular; sizofrenide kullanilan antipsikotik ilaglarin
dopamin salinimint bloke etmesi, dopamin reseptorlerini bloke etme yeteneklerinin
ilaglarin klinik guctyle baglantili olmasi, kokain gibi uyusturucu maddelerin sizofreniye
benzer sendrom yaratmasi, sizofreni hastalarinin beyninde yuksek oranda dopamin
saliniminin olmasi seklinde ifade edilmektedir®*°.

Bunlarin yaninda desteklemeyen calismalarin varligi da bu yaklasimin hipotez
olarak kalmasina neden olmustur. Dopamin reseptorlerini etkileyen bazi ilaglarin
hastalar: iyilestirememesi, hallisinasyon gibi ciddi negatif semptomlarin devam ediyor
olmasi ve etkilesimin beynin cesitli bolgelerinde meydana gelmesi sizofreni ile
Dopamin Teorisini desteklememektedir®.

Bunun yamt sira bazi hayvan calismalarinda limbik sistemdeki beyin yapilarinin
(Hipokampis gibi) uyarilmas: ya da hasari diger beyin bdlgelerindeki dopamin

reseptorlerinin yogunlugunu artirabilecegini gostermistir®*2,

2.3.2.3. Asetilkolin

Tanimlanan ilk noérotransmitter olarak bilinmektedir. Kolinerjik sistemin
(uyarilar1 ileten hiicrelerin sistemi) norotransmitteridir. Dikkat, hafiza, bilgi islem hiz:
ve hareket kontrolii gibi sureclerin islemesinde gorevlidir. Nikotinik, Muskarinik adi
verilen iki reseptorii vardir. Asetilkolin preganglionik néronlarda ve otonom sistemin
bazi postganglionik ndronlarinda sinaptik transmitter olarak gorev yapar. Kalp atislarin
yavaslatma, arteriyolleri genisletme, bronslar1 daraltma gibi cesitli farmakolojik etkileri

vardir?’ ®,
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2.3.2.4. Seratonin

Frontal korteks ve limbik sistemde serotonerjik néronlar bulunur. Bu néronlarin
dopaminerjik noronlar Uzerinde dlzenleyici etkisi vardir. Reseptorleri SHT1.a @, o, g, F),
S5HT..a g, c), 5HT3 5HT4’dlr. Serotoninin beyin hicrelerinin haberlesmesini saglayan
norotransmitter ozellikte kimyasallardan olusmustur. Islevi beyinle simrli degildir.
Sindirim ve dolasim sisteminde de 6nemli gorevler Gstlenmektedir. Ayrica kaslarin

kasilmasinda da aktif rol oynamaktadir®’?,

seratonin tasyiclar '
Y

Sekil 5. Seratonin Reseptérleri®.

2.3.2.5. Norepinefrin

Postsnaptik hiicre membraninda organ veya dokuya gore degisen alfa ve beta
reseptorleri stimule eder Reseptorleri a-adrenerjik ve [-adrenerjik reseptorlerdir.
Norepinefrin reseptori olan a-2 adrenerjik reseptorii sayesinde dopamin inhibisyonun

meydana gelmesine yardimci olur®”?. Limbik sistemde gorev alir.

11
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Sekil 6. Norepinefrin Reseptorleri®.

2.4. Sizofreni

Sizofreni (schizo-phrenia) kelime olarak zihin bolinmesi anlamina gelmekle
birlikte diinyada yaklasik olarak 26 milyon kiside goériilen mental bir hastaliktir’.
Genellikle 16-25 yas arasinda teshis edilmekle beraber kadinlarda erkeklerden daha
fazla gorulir. Insamin kisiler arasi iliskilerden, gerceklerden uzaklasip kendi ic
dinyasinda yasadigi dustince, algilama, duygu ve davranmsta bir dizi bozukluga yol
acan; belirti, bulgu, gidis, sonlanim ve tedavi bakimindan cesitlilikler gosteren, hastalar

ve yakinlari icin ciddi maddi- manevi kiilfetler olusturan mental bir hastaliktir®*.

2.4.1. Sizofreni Tarihi

Emil Kraepelin, Eugen Bleuler, Sigmund Freud’un da icine bulundugu
psikiyatrinin oncleri sizofreni kavram: (izerinde derin etkiler birakmistir®. Kraepelin
noropatoloji alaninda arastirma gec¢misi olan Alman bir psikiyatristtir. Alanda yeni ve
kapsamli bir bakis acistm yansitan bu hastalik modelini tanitmistir. Oncelikle
“Dementia praecox” olarak adlandirildig: bir grup tanimlamistir>*’. Kraepelin’in detayl:
ve klinik olarak ortaya koyarak psikopatolojinin iki prensibiyle sizofreniyi hem sirec
olarak hem de hastalarda tanimlanan bir kavram olarak agiklamigtir®,

Eugen Bleuler, isvecli bir psikiyatrist ve sizofreni icinde énemli bir tarihsel
figlrdir. Kraepelin’in bu hastaliga katkilarini ve bu rahatsizligin 6zelliklerini kabul
etmistir?’. Temel olarak gorulen semptomlar: icin distince strecinde dislanma, karisik,
tuhaf, yanhs dustincenin olmasiyla, bunlarin haricinde “otizm” hem hareket hem de

dislnce ile gerceklikten bir sekilde kagma seklinde bulunmaktayd:. Otistik distince

12



bicimi mantigt simirlayan korkulart gerceklikle karistiran ve dogrularla es tutan
semptomlardi. Bunun haricinde sanrilar belirgin 6zelliklerden biriydi. Yani Sizofrenisi
olan hastalarda insanlarin pesinde oldugu hissi kendisi icin bir gerceklik haline
geldiginden takip edildigine inanmaya yonelimlidir. Aynm zamanda ambivalans
olgusunu (iki karsit hissi bir arada yasama ve bu duygunun varliginin veya yoklugunun
abartilmasi durumu) Bleuler tanimlamistir. Grup haline bu belirtilere bazen Bleuler’in
4 A”s1 denir: Asosiasyon (Cagrisim), Autizm (Otizm), Ambivalans, Affekt (duygu
durumunun abartilip- yokolmasi)™.

Freud’un sizofreniye katkisi ¢ok bulyuktir. Nevrotik durumlarin sizofreniyle
baglantili olabilecegini disiinmis, Nevrozu ve sizofrenisi olan hastalari farkh
aciklamaya calisan Freud 0zgin bir teoriyle nevrozu sizofreniden ayiran davranis
modelleri ortaya ¢ikarmis ancak emin olamamistir. Kendisinin islevsellik hakkindaki
psikolojik teorileri, kavramsal odagi, sizofreninin psikolojik bir bozukluk olarak

algilanmasina yardimci olmustur®?"3!,

2.4.2. Sizofreni Kavram

Sizofreni, icinde psikotik belirti ve bulgulari da barindiran, fakat salt psikotik
belirti ve bulgulardan ibaret olmayan, bunlarin yaninda pek ¢ok beyin islevi
bozuklugunu da birlikte iceren nérogelisimsel bir bozukluktur®®1>2427293L32 pek cok
arastirmaci, sizofreninin sadece psikotik bulgularina odaklanmanin, hastaliga ait diger
sorun alanlarint gozden kagirilabilecegine isaret etmektedir. Bu vurgu, sizofreninin
tanis1 kadar korunma, bakim, tedavi ve rehabilitasyon sorunlari agisindan da biyik
onem tasimaktadir. Bu alanda, sizofreninin Kklinik bir tablo mu oldugu, sizofreninin
biyolojik gostergelerinin neler oldugu, sizofreni ve duygulanim bozukluklar: arasinda
net bir sinir olup olmadigi; yoksa bu bozukluklarin bir psikotik spektrum iginde mi yer

alacagy, halen yanit bekleyen sorulardandir®’%.

2.4.3. Sizofreni Tamsi ve Belirtileri

Tanm klinik belirtiler ve hastalik sireci ile konulur. Sizofrenideki belirtileri

pozitif ve negatif belirtiler olarak iki ana baslik altinda toplayabiliriz?’.
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2.4.3.1. Pozitif belirtileri:

Sanrilar: Gergek bir temeli olmayan, mantik dis1, alisitimamis, garip inang ve
dustncelerdir.

. Varsanilar: Bireyin ortada bir dis uyaran yokken bes duyu ile ilgili uyaranlarin
algiladigini ifade etmesidir.

Disuncede ve davraniglarda daginiklik.

2.4.3.2. Negatif Belirtileri:

Duygulanimda Kintlesme: Bireyin duygusal yamtinda yiiz ifadesinde ve
duygularinin diizenlenmesindeki azalmayla birlikte iletisim kurma amaciyla
kullandig el kol hareketlerindeki azalmayla kendini gosteren bir bulgudur.

. Anhedoni: Bireyin haz alma, zevk alma vyetisini vyitirmesi ve bu tur
etkinliklerden uzaklasmasidir.

. Toplumdan uzaklasma: Iliski kurmada giicliik ortaya cikar. Hastanin Kisiler aras
iliskilerinde kendisini baskalarinin yerine koyamamasi, gorustlgl Kisiyle
yakinlik kuramamasi ya da bu kisiye karsi ilgisiz kalmasidr.

. Avollsyon: Bireyin bir isi baslama, surdirme ve sonlandirma yetisinin ortadan
kalkmasidir.

. Aloji: Konusmanin kendiliginden ve akici olmasinin kaybi; bireyin konusma

stirecinde akicilig: ve Uretkenliginde azalma ortaya gikar.

2.4.4. Sizofreni Aday Genleri

Sizofreninin nedenlerini tam bilemiyor olsak da, aile, ikiz ve evlat edinme

arastirmalarinin sonuclar1 genetik etkenlerin sizofreninin olus nedenleri icinde énemli

bir rol oynadigin1 gostermektedir. Genetik baglantt c¢alismalart sonucunda bazi
baglanma bolgeleri (1921-22, 6p22-24, 6p21-22, 8p21-22, 10p11-15, 13q14-32, 15q13-
15, ve 22q11-13) icin gucli kanitlar bulunmustur. Bu kromozomal bdlgelerin ileri

analizleri 6zgul aday genlerin tanimlanmasina yol acmistir. Bir hastaliktan sorumlu

genin saptanmasina yonelik yaklasimlardan en yaygin olarak kullanilanlar, DNA

markurlarinin hastalikla iliskisini test eden baglant: ve iligkilendirme calismalaridir®®. Bu

calismalar sayesinde sizofreni icin aday genler arasinda alfa-7- nikotinik reseptor, DISC
1, GRM 3, DTNBPL, COMT, NRG 1, RGS 4, RELN, BDNF yer almaktadir®®**%,

14



Genellikle ¢cahsilan genlerin konumlar: ve gorevleri:

Catechol-O-methyltransferas (COMT): 22. kromozomda bulunmaktadir
(22911-9g12). Dopamin salintmini saglayan postsinaptik bir metilasyon enzimdir ve
dopamin tasiyicilarinin dustik seviyelerde ifade edildigi prefrontal korteksteki dopamin
icin biylk bir metabolik strectir. Dopamin yikiminda gorev alir. Polimorfizme gore
hem durumsal hem de fonksiyonel olarak sizofreniye yatkindir. Memeli beyninde
yaygin olarak bulunan dopamin katabolizmas: izerine etkisinin 6nemi beyin bélgelerine
gore farklilhik da gostermektedir. Bu genin prefrontal korteksde dopaminerjik hattaki
dnemi cesitli calismalarda dogrulanmigtir®* .

Neuregulin-1 (NRG-1): 8. Kromozomda konumlanmistir (8p22-p21). Sinaps
gelisimi, glial farklililasma, myelinizasyon ve glutamerjik nérotransmisyonda rol alir.
Hucreler arasi iletisim ve sistemlerdeki blylimede ve olgunlasan sinapslarin
norotransmitter reseptorlerin olusumunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. NMDA
reseptor islevini baskilayarak sizofreni ile iliskilendirilebilir®®®,

Dysbindin-1 (DTNBP-1): 6. Kromozomda konumlanmistir (6p22). Sinaps
olusumu ve korunmasinin yani sira sinyal iletimi ve donusttrilmesinde etkilidir. Beynin
12 farklh bolgesinde bulunmaktadir. Kisiler arasinda aymi doku orneklerinde bile

farkhlik gosterdigi ile ilgili calismalar mevcuttur®®®

. Cogunlukla Serebellum ve
Hipokampus’de bulunmaktadir. Sinir hicresinin dayanikliliginda etkilidir. Hem kas
hem de beyinde bulunur.

Disrupted in  schizophrenia-1 (DISC-1-P300): 1. Kromozomda
konumlanmistir.  Transkripsiyonel koaktivatordir. Aktive edildiklerinde DNA
Uzerindeki tanima dizilerine baglanirlar. Hucreler arasi tasimada farkli sekilde
etkilesime gecen multifonsiyonel bir proteindir. Mikrotubuller ile baglantil
fosfoproteindir. Hucresel gorevlerinin ve DISC-1 disfonksiyonunun sizofreni ile iliskili
olabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir’®2. Reseptor transportu, lokalizasyonu
ve sinyal transduksiyon fonksiyonlarini diizenler.

Brain-Derived  Neurotrophic Factor (BDNF): 11. Kromozomda
bulunmaktadir (11p13). Beyin kokenli norotrofik faktér ve reseptorleri psikiyatride
onemli molekuler hedeflerdir. BDNF geninin (11p13), Val66met polimorfizmi ile
sizofreni, yapisal (hipokampal ve ventrikiler hacim) ve islevsel (bilissel islevler) beyin

degisiklikleri arasinda iliskili oldugu belirtilmistir’®”’. Hafizay: destekleyen kisminda
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Oomar boyu dretilmektedir. Etnik gruplara gore de sizofreninin BDNF geniyle iliskisi
farklilik gostermektedir.

Reelin (RELN): 7. Kromozomda konumlanmistir. Bu genle ilgili calismalar son
zamanlarda dikkati cekmektedir. RELN beyin gelisiminde ve fonksiyonunda gorev alan
sinyal yolunda sinir hucrelerinin hangi bolgeye go¢ etmesi gerektigini belirleyen 6zel
spesifik hicrelerden Gretilen glikoproteini salgilanmasini saglayan gen proteini olan
Reelini kodlamaktadir. Reelin ise serebral korteks, hipokampds, serebellum ve beyin
sap1 cekirdeklerinin gelisiminde 6énemli rol oynamakta ve bircok calismada sizofreni ile

iliskilendirilmektedir®™®.

2.4.5. Deneysel Sizofreni Hayvan Modelleri

Deney hayvanlarinda sizofreninin fizyopatolojisi ve sizofreni tedavisinde
kullanilan yeni ilaglarin etkileri degerlendirilmesine olanak veren bazi modeller
olusturulmaya baslanmistir® 2. Kullanilacak ilacin etki mekanizmasina, arastirilacak
dokunun yapisina ve islevine gore degisiklik gosteren bu modellerden bazilan
lokomosyon ve stereotipi modelleri, kosullanmis sakinma cevabi, sican penge testi,
kendini uyarma paradigmalari, trkme refleksinin zayif bir 6n uyari aracilig: ile
inhibisyonu, bilissel modeller, hiicresel ve molekiler modeller, farmakolojik modeller,
gelisimsel modeller, genetik modeller olarak siniflandurilabilir2.

Hayvanlarda lokomotor aktivite degisiklikleri hem sizofreni modellerinde hem
de antipsikotik tedavinin etkilerinin degerlendirilmesinde kullaniimaktadir. Lokomotor
aktivitenin degerlendirilmesi, sizofreninin dopamin hipotezine dayanan modellerinden

3,27,37,39

koken almaktadir Bu model sizofreninin bazi semptomlart ile uyum

gostermektedir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalar insanlarda goézlenen tipik davranislarla

benzesmektedir®’

. Sizofrenik hastalar tipik olarak hiperaktif olmamalarina ragmen,
genellikle inatgt ve stereotipik (bazi davramslarin anlamsizca tekrarlanmas)
davraniglar gosterirler. Kemirgenlerde yapilan pek cok calisma stereotipik sekilleri

tizerine odaklanmistir*2.
2.4.5.1. Hastahklara gore Ozel Hayvan Modelleri

Immiin sistem fonksiyonu bakimindan farenin insana oldukga yakin oldugu,

kardiyovaskdler ve diyabet mekanizmalari s6z konusu oldugunda ise insana en yakin
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benzerlik gosteren tirin kdpek oldugu bilinmektedir. Hipertansiyon ¢alismalarinda ise
cogunlukla sican, kedi ve kopekler tercih edilmektedir. Yeni dogan o6limlerinin
arastirmasinda ise deney hayvani olarak koyunlar kullaniimaktadir. Kistik fibrozis
modeli olarak Ozellikle domuz secilirken, genetik bazli calismalarda fare modelleri
siklikla tercih edilmektedir. Obezite arastirmalarinda, fare soylari hizl kilo artis1 ile
birlikte diyabete yatkinliklar: ve kisa dmdrli oluslart nedeniyle iyi birer model olarak
kabul edilirken ayni turiin soylari yasam surelerinin kisaligi nedeniyle uzun sureli

toksisite calismalart icin uygun goriillmezler*>*’,

2.4.5.2. Sik Kullamlan Deney Hayvanlarnimin Biyolojik Ozellikleri

24.5.2.1. Fare

Biyomedikal arastirmalarda en ¢ok kullanilan memeli tridir. Ev faresinden
(Mus musculus) taretilmistir. Cok sayida mutasyona sahip olmalarindan dolay: genetik
calismalarda en cok tercih edilen tir olmustur. Diinyada arastirma amaciyla yetistirilen,
400 degisik fare soyu bulunmaktadir. Farelerin soylar: arasinda anatomik ve fizyolojik
farklar bulunur. Yapilacak olan arastirmalar dogrultusunda cesitli 6zelliklere sahip
ozellesmis fare soylar: tretilmistir2. Bu fareler baslica; kanser, immiinoloji, ast yapimi
gibi alanlarda kullanilmaktadirlar. Fertil bir ¢iftlesme sonrasi gerceklesen gebelik; 19-21
gun sdrer. Yeni doganlar yaklasik olarak 3 hafta st emerler. Fare soylar1 yapilan
calismalara gore degisiklik gostermektedir>*#? (C57BL/6j, Balb/c, Albino). Ozellikle
Balb/c fare irki; hipertansiyon, cerrahi mudahaleler, sizofreni, anksiyete gibi

rahatsizliklarda model olarak kullaniimaktadir?.

2.4.5.2.2. Sican (RAT)

Deneysel arastirmalarda kullanilan si¢anlar, Rattus norvegicus’tan koken
almiglardir. Bu amagla dretilen ilk sican soyu Philedelpihia’da bulunan Wistar
Enstitlisii’nde Uretilmistir. Ginimizde arastirmalarda kullanilan soylarin biytk bolimi
Wistar Albino soyundan koken almistir. Sicanlar; temel tip, farmakoloji, gida, davranis
gibi alanlarda yapilan arastirmalarda kullanilmaktadir’. Genetik olarak tammlanmis
yaklasik 450 soy bulunmaktadir. Sican irklari da yapilan arastirmalara gore degisiklik

5,12

gostermektedir>~ (Sprague dawley, HBV Transgenik, Copenhagen).
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2.4.5.3. Farmakolojik Modeller

2.4.5.3.1. Glutamaterjik Modeller

Glutamat ndrotransmisyonunun  disfonksiyonu sizofreni ile iliskilidir.
Fensiklidin, MK-801 ve ketamin gibi glutamat reseptorlerinin NMDA alt tipinin
nonkompetitif antagonistleri normal insanlarda sizofrenin semptomlarini taklit eden bir
durum ortaya cikartir, bu durum akut sizofreni tablosu olarak adlandirilabilir™***2.
NMDA antagonistlerinin aracili inhibisyon-bozucu etkileri tipik antipsikotikler
tarafindan veya selektif D1 veya D2 antagonistleri tarafindan geri cevrilmez®. NMDA

blokaji meydana gelerek sizofreni semptomlarina benzer davranislar gézlemlenir.

2.4.5.3.1.1. Dizosiplin (MK-801)

Kuvvetli analjezik oOzellikleri olan ve hizli etki eden anestetik bir ajandir.
Karakteristik hafif kokulu, beyaz, kristalize bir tozdur. Etki mekanizmas: komplekstir.
Madde, beyinde NMDA, muskarinik, kolinerjik ve nikotinik reseptorler gibi gesitli
reseptorler ile etkilesir. MK-801, akut kullanimda, sizofreni benzeri semptomlar
olusumuna yol acar ve kognitif fonksiyonlar: bozar***. Neden oldugu psikozda pozitif
ve negatif sizofreni semptomlarinin her ikisi de goralir. Bu nedenle Sizofren benzeri
hayvan modeli olusturmak igin kullanilir. NMDA reseptorlerini blokajliyarak dopamin
saliniminin baskilanmasini saglar®. MK-801 'in sistemik ya da lokal verilmesi, dopamin
néronlarinda ciddi bozukluga sebep olmus, davranis degerlendirmelerinde ise kaginma
cevaplari, lokomotor aktivasyon ve stereotipik davraniglarda anlaml: degisiklikler tespit
edilmistir*®*,

2.4.5.3.2. Dopamin Agonist Modelleri

Sizofreninin ilagla indiklenen modeli, 0zellikle Amfetamin, DEX gibi
psikostimilan ilaclarin davranis Gizerine etkilerine dayanmaktadir. Sizofreninin dopamin
hipotezine gore, dopamin sistemi, sizofreni ile ilgilidir*>*°. Bu ilaclar lokomotor aktive
edici etkilerini yonlendirmektedir. Hayvanlardaki davranissal etkileri, lokomosyon artisi
veya stereotipi gibi, sizofreninin tedavisinde kullanilan dopamin antagonistlerinin
etkinliginin belirlenmesi agisindan da 6nemlidir. Ancak bu modellerin gegerliligi

dopaminerjik tedaviler ile sinirlanmaktadir.
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2.4.5.3.2.1. Deksmedetomidin (DEX)

Deksmedetomidin, genis farmakolojik Ozelliklere sahip selektif bir alfa-2
reseptor agonistidir’’. Sempatik sinir uclarindan néradrenalin salinmasin: azaltarak etki
gosterir. Deksmedetomidinin analjezik ve anestetik/analjezik koruyucu etkileri vardir.
Kardiyovaskdler etkiler doza baghdir; baskin olarak kalp atim hizi ve kan basincinda
azalmaya neden olur'"**>3. Sahip oldugu analjezik etkileri sayesinde anestezi pratiginde
kendine yer edinmistir. ilk klinik calismalarin 1990°da yayinlanmaya baslamasindan

sonra degisik alanlarda kullanilmaya ve yayginlasmaya baslamstir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Etik
Calismanin, etik kurul onayi, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’ndan 06.06.2007 tarihli 2. oturumun 7 numaral: karariyla alinmistir.

3.2. Deneklerin Bakimi ve Uretilmesi

Deneylerde erkek Balb/c fareler kullanildi. Davranis testlerine 8-10 haftalik,
yaklasik 31+0,2 gr agirliginda fareler alindi. Deneklerin barindirildiklart odanin 1sis1
klima yardimi ile (22 + 1 °C) olacak sekilde sabit tutuldu. Odanin camlar: 151k
gecirmeyecek sekilde boyanmis olup aydinlik-karanlik dongusii otomatik olarak
denetleyici bir cihaz ile 12 saat aydinhk, 12saat karanlik olacak sekilde (05:00-17:00
aydinhk, 17:00 -05:00 karanlik) ayarlandi. Deneklerin yemleri, TAVAS® tarafindan
Ozel olarak deney hayvanlar: icin Gretilmekte olup, bu yemler deneklere herhangi bir
kisitlama olmadan verildi. Su ihtiyaclar: i¢inde herhangi bir kisitlama olmadan gesme
suyu kullamldi. Ureme Kafesleri, 30x20x13 cm boyutlarinda taban ve kenar kisimlar
seffaf polietilen malzemeden, st kismi ise paslanmaz krom tellerden yapildi. Yemler ve
suluk tellerin Gzerine yerlestirildi. Kafeslerde Balb/c fareler, 3 disi 1 erkek olacak
sekilde Gremeye alindi. Yavrular dogumdan itibaren 21 giin stre ile annelerinin yaninda

barindirildi.

3.3. Yetiskin Balb/c Erkek Farelerde NMDA Reseptor Blokaji Yapilan

Pencereler

Calismamizda, NMDA reseptoér blokaji yapmak icin, (+)-MK-801 hidrojen
maleat (Dizocilpine hydrogen maleate, (5R, 10S)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-
5Hdibenzo[a,d] cyclohepten-5, 10-imine hydrogen maleate) (SIGMA-ALDRICH
M107,USA.), kontrol gruplarinda ise serum fizyolojik kullanilmistir. MK-801, 0,5
mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte sulandirilarak stok soliisyon hazirlanmstir.
Stok soliisyon 1ml’lik ependorflara ayrilarak -30 °C’de saklanmistir. Enjeksiyondan
once stok soliisyon serum fizyolojik ile sulandirilarak enjeksiyon giinlerinde +4 °C’de
saklanmigtir. NMDA reseptor blokaji yapilan gruplarda, MK-801, glinde bir kez (9:00)
periton icine, 0,5 mg/kg dozda (0,1ml/10gr vicut agirhg hacminde) 5 gin sure ile
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uygulanmistir. Kontrol gruplarinda ise, MK-801 ile ayn1 hacimde giinde bir kez periton

icine serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilmastr.

3.4. Yetiskin Balb/c Erkek Farelerde DEX Yapilan Pencereler
Calismamizda DEX, 10 pg/kg ve 20 pg/kg olacak sekilde iki ayri grupta serum
fizyolojikte sulandirilarak stok solisyon hazirlanmistir. Giinde bir kez (9:00) periton

icine, 5 glin stire ile uygulanmastir.

3.5. Yetiskin Balb/c Erkek Farelerde MK-801+DEX Yapilan Pencereler

Calismamizda MK-801 0,5mg/kg serum fizyolojikte sulandirilarak stok
solisyon hazirlanmis, hemen arkasindan DEX 10ug/kg serum fizyolojikle
sulandirilarak stok sollisyon hazirlanmistir. Diger grupta ayni sekilde hazirlanarak MK-
801 0,5mg/kg + DEX 20ug/kg glnde bir kez (09:00) periton icgine, 5 giin sure ile

uygulanmastir.

Cizelge 1. Deney gruplar: ve ilag dozlari

Kontrol Grubu(SF) (0,5mg) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare
MK-801 (0,5mg) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare
DEX (10ug) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare
DEX (20u9) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare

MK-801(0,5mg) + DEX (10ug) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare
MK-801(0,5mg) + DEX (20ug) 15 Yetiskin Erkek Balb/c Fare

3.6. Bilissel Davrans Testi
Davranig testi olarak Morris Su Havuzu Testi (MWM) asagidaki sekilde

uygulanacaktir:
3.6.1. Morris Su Havuzu Testi

Morris su havuzu, 42,5 cm yaricapinda, 45 cm derinliginde, galvaniz kaplama

sactan yapilmis, i¢c kismi siyah, silindirden yapilmistir. Havuzun icinde hareket
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ettirilebilen 27 cm yuksekliginde, 5 cm yarigapinda bir kagis platformu bulunmaktadir.
Gorme netligi testi sirasinda platform 20 cm uzunlugunda bir ¢ubukla isaretlenmektedir.
Deneyler sirasinda havuzun ici platform seviyesini 1cm asacak kadar ¢esme suyu ile
doldurulmustur. Suyun sicakligi 21 + 1.°C olacak sekilde ayarlanmistir. Havuzda yiizen
farelere uzaysal ipucu olmast igin, farelerin goris alan: iginde laboratuvar duvarlarina,

acik renk duvara zit sekilde, siyah renkli geometrik sekiller asiimistir®.

Sekil 7. Morris su havuzu®.

Platform

Sekil 8. Morris Su Havuzu Kags platformu®,
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Morris su havuzu egitim denemeleri ve testi ile farelerin 6grenmeleri ve
bellekleri degerlendirildi. Morris su havuzunda denekler 5 giin st Uste glinde 4 kez
egitim denemelerine tabi tutuldu. Her denemede, hayali olarak bolinmus dort kadranin
herhangi birinden havuza birakilarak denekler kagis platformunu bulmalar: igin 60 sn.
stiresince ylzduruldi. Denekler platforma geldiklerinde burada 15 sn. bekletildikten
sonra havuzdan alindi. Egitim denemeleri sirasinda denekler, platformu 60 sn. sresince
bulamazlarsa el yardimi ile yonlendirilerek platformun yerini 6grenmeleri saglanarak ve
15 sn. platformda bekletilerek havuzdan alindi. Platformun yeri, denemelerin hepsinde
ayni kadranda sabit seklide tutuldu. Egitim denemeleri arasinda denekler, uygun ortam
sicakligi saglanarak kafeslerinde 30 sn. bekletildi. Besinci glinde denekler egitim
denemelerinden 30 dk. sonra teste tabi tutuldu. Test sirasinda platform havuzdan
uzaklastirildi ve denekler platformun uzaklastiriilmadan 6nce bulundugu kadranin
karsisindaki kadrandan havuza birakildi. Denekler test i¢in 60 sn. stresince havuzda
yuzddrdlip, platform uzaklastirilmadan o6nce bulundugu kadranda (hedef kadran)
gecirdikleri sure video-kamera ile kaydedilerek ETHOVISION XT (NOLDUS, sirim
4.1) ile degerlendirildi.

Davranis testlerinin tamamlanmasi sonrasinda her gruptan ortalama 10 denekte
servikal dislokasyon yapildi. Deneklerin beyin dokularindan hizlica hipokampusleri
izole edilerek daha sonra gen ekspresyon calismalar: yapilmak (zere -80 °C’de

muhafaza edildi.
3.6.2. Morris Su Havuzu Cahsmalarinda Kullanilan Olgitler

3.6.2.1. Morris Su Havuzu Egitim Denemelerinde Kullanilan Olgutler

1. Platformu bulma siresi: Egitim denemelerinde 60 sn. iginde kagis platformunu
bulma suresi (sn.).

2. Yuzme mesafesi: Platform bulunana kadar katedilen mesafe (cm).

3. Yizme hizi: Platform bulunana kadar ylizme hizi (cm/sn.).
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3.6.2.2. Morris Su Havuzu Testlerinde Kullanilan Olguitler

1. Platformun bulundugu kadranda (hedef kadranda) gecirilen sure:

2. Platform kaldirildiktan sonra 60 sn. suresince platformun bulundugu kadranda
gecirilen sire (sn.).

3. Yuzme mesafesi: Platform kaldirildiktan sonra 60 sn. siresince kat edilen
mesafe (cm).

4. Ylzme hizi: Platform kaldirildiktan sonra 60 sn. sliresince ytizme hizi (cm/sn.).

3.6.3. Morris Su Havuzu Testi istatiksel Analizi

Veriler ortalama + S.E olarak ifade edilmistir. Istatiksel analizde, SPSS 11.5
bilgisayar programi kullanilarak iki yonli ANOVA ve grup Kkarsilastirmalarinda
Student-t testi, kesikli verilerde Kruskal-Wallis testi ve grup karsilastirmalarinda ise
Mann-Whitney U testi kullanildi. Tekrarli 6lgim yapilan verilerde ise; tekrarh
Olglimlerde iki yonli ANOVA kullanilmis ve grup ici degisimde, eslestirilmis
Orneklerde t- testi, gruplar arasi karsilastirmalarda ise bagimsiz Orneklerde t- testi

kullanild. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

3.7. Gen Ekspresyon Calismalari

Real-time PCR yontemi ile hipokampls dokusunda COMT, RELN, DISC-1,
BDNF, DTNBP-1 ve NRG-1 genlerinin ekspresyon dizeylerinin saptanmasi icin her
gruptan 10 Ornek alindi. Bu genlerin mRNA ekspresyonunda herhangi bir degisiklik

olup olmadig arastirildi.

3.7.1. Hipokampiis Dokusunda RNA izolasyonu ve Ekspresyon Calismalar:

3.7.1.1. RNA izolasyonu

Bu calismada incelenecek hipokampis dokulari izole edildi. Hipokampds
dokusundan RNA izolasyonu Trizol protokoli uygulanarak yapildi. Deneye baslamadan
once RNAaz enzimini inhibe etmek icin RNA izolasyon sirasinda kullanilacak ependorf
tipler %0,5’lik dietilpirokarbonat (DEPC) iceren saf su ile muamele edildi. Total RNA
izolasyonu Laminar flow kabininde yapildi. izolasyon isleminde tek kullanimlik filtreli
free RNAaz pipet uclarindan faydalanarak yapildi.
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Uygulanacak protokolde doku buz Uzerinde soguk petri icerisinde pargalanip
ependorfa aktarildi. Sonra doku UGzerine 1000 pl Trizol eklenip vorteksle iyice
homojenize edildi. Trizolin amaci dokuyu tamamen parcalamay: saglamakti. Buz
uzerinde toplamda 15 dk. inkibe edildi. Sonrasinda 14.000 rpm’de 10 dk. santrifujlendi.
Slpernatant: baska bir ependorfa aktarilip Uzerine 200 pl kloroform eklenerek 15
sn.vortekslendi. Sonrasinda 10 dk. Buz Uzerinde tutulup ve akabinde 15 dk. 14.000
rpm’de santriftjlendi. Stipernatantin %70’lik saydam kismi baska bir tlipe aktarilip esit
hacimde izopropanol eklenerek vortekslendi. 10dk buz tizerinde bekletilip 10 dk. 14.000
rpm’ de santrifiij yapildi. Dipteki pelleti gordiikten sonra slipernatant: atildi ve 1 ml
%75’lik etil alkol ilave edilerek vortekslendi. 5 dk. 14.000 rpm’de santrifijlenerek
stpernatant: atildi. 6 dk. buz tzerinde kapaklar: agik bekletilerek, DEPC’li sudan 20 pul
eklenip sonrasinda buz Uzerinde 15 dk. agzi acik bekletildi ve pipetajlanarak 10 pL
olacak sekilde steril ve free RNAaz 200 pL’lik iki eppendorf tiiplerinde deney giinline
kadar -80 °C’ de sakland.

3.7.1.2. Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi:

RNA konsantrasyonu spektrofotometrik olarak RNA miktar1 pg/ml olarak
Olctldi. cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en disuk
RNA degeri standart alindh.

3.7.1.3. Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmesi:

Doku Orneklerinden izole edilen High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kiti kullanarak, belirtilen protokole gore cDNA’ya cevrildi. cDNA sentezi icin RNA
orneklerinden 10 pl kullanildi. cDNA sentezi toplam 20ul hacimde gergeklestirildi.
Sentez igin 10ul RNA 0Ornegi, 2 ul 10XRT random primer, 2 ul 10XRT buffer, 0.8 pl
25XdNTP mix, 4.2 pl niikleaz icermeyen su ve en son olarak 1ul MultiScribe™Reverse
Transcriptase enzimi kullanildi. Ornekler termal déngii cihazina yerlestirildi. 25°C’de
10 dk., 37°C’de 120 dk., 85°C’de 5 dk. ve 4°C’de o olacak sekilde cihazda bekletildi.
Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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Cizelge 2. cDNA Karigim Miktari

Bilesik Hacim Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 00369361
25XdNTP karigimi (100mM) 0.8 1605088
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 00389685
10XRT Random Primer 2.0 00379625
Nukleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplami 10.0

3.7.1.4. Real Time PCR Analizi

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik Tagman’ler
varhiginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
Ekspresyon standardizasyonu tim htcre tiplerinde iyi korunmus ACTB geni Tagman
assay (Assay ID: Rn00667869 _m1) ile gerceklestirildi. COMT, RELN, DISC1, BDNF,
DTNBP1 ve NRG1 geni igin ise Tagman prob sistemleri kullanildi. TagMan Problar
(5" Nuclease Assay): En yiksek sinyali veren prob sistemidir Sadece spesifik hedeflere
baglanir. Tasarlamas: Primer Express™ ve Beacon Designer gibi hazir bilgisayar

programlar: ile calismaktadir.

Cizelge 3. RT-PCR da kullanilan Tagman Assay Katalog Bilgileri.

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD,

250pl
ACTB Mm00607939_s1
COMT MmO00514377_m1
RELN Mm00465200_m1
DISC-1 Mm00533313_m1
NRG-1 Mm01212130_m1
BDNF Mm04230607_s1
DTNBP-1 MmO00458743_m1
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Calismamizda Real Time PCR duplike olarak gerceklestirildi. RT-PCR Plate
hazirlanirken cDNA drneklerinde her bir kuyucuga 2ul kondu. Her bir drnek igin 10 pl
TagMan Master Mix, 6 pl nlikleaz icermeyen su ve 1 ul TagMan Gen Expresyon Assay
olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlari ependorflara kondu ve
vortekslendi. Plate’deki cDNA 0Orneklerinin (zerine 18ul hazirlanan karisimdan
birakilarak plate’in Gzeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate érneklerin tamamen
dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1
dakika santriftyj edildi.

Hipokampuis dokularindan elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak ilgili
genlerinin ekspresyon profilleri RT-PCR ile analiz edildi. RT-PCR Life sciences
Tagman sistemi kullanildi. Reaksiyon hacmi 20 pl, reaksiyon kosullari ise 50 °C 2
dakika, 95 °C 10 dakika, sonrasinda 40 déngt 95 °C 15 saniye - 60 °C 1 dakika olarak
uygulandi. Islem bittikten sonra cihazda amplifikasyon egrisi goriindii ve CT degerleri
kaydedildi.

Amplifikasyon Egrisi

L] L] L] L] L L] L L]
0 5 10 16 20 26 30 35 40
PCR D&ngisi

Sekil 9. PCR- Amplifikasyon Egrisi

PCR riinii ile floresan yogunlugu arasinda korelasyon vardir. Ornekler
arasindaki farklilik drnek egrilerinin belirli bir esik floresan sinyal seviyesi elde etmek
icin gerekli olan amplifikasyon (Bir DNA dizisinin yaklasik 10 Gzeri 9 kez kopyasinin
yapilmasi) dongi sayilarinin karsilastirilmasiyla belirlenir. Esik degeri elde etmek igin
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gerekli olan déngii sayist CT Degeri (treshold cycle) olarak adlandirilir®. Calismamizda
tim gruplara gére COMT, RELN, DISC1, BDNF, DTNBP1 ve NRG1 genlerinin
ekspresyon dulzeylerinin hesaplanmasi ig¢in CT degerlerinin ortalamasi alinarak

istatistiksel analiz yapilmstir.

Cizelge 4. Gruplar, Genler ve Ortalama CT Degerleri

GRUPLAR | COMT RELN DISC-1 NRG-1 BDNF | DTNBP-1

21,170 22,572 26,065 23,710 25,599 22,392

SF
22,264 23,696 27,502 24,721 26,267 23,232
MK-801
21,688 23,741 27,239 23,697 25,846 22,590
DEX |
22,735 24,792 28,532 25,534 28,313 24,238
DEX 11

MK-801+ | 21,897 24,167 27,647 24,086 26,103 20,600
DEX |

MK-801+ | 24,678 27,154 29,720 26,453 30,056 23,999
DEX 11

3.7.2. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler ortalama + S.E olarak ifade edilmistir. Istatiksel analizde, SPSS 11.5
bilgisayar programi kullanilarak iki yonli ANOVA ve grup karsilastirmalarinda
Student-t testi, kesikli verilerde Kruskal-Wallis testi ve grup karsilastirmalarinda ise
Mann-Whitney U testi kullanildi. Tekrarli Ol¢iim yapilan verilerde ise; tekrarl
Olglimlerde iki yonli ANOVA kullanilmis ve grup ici degisimde, eslestirilmis
orneklerde t- testi, gruplar arasi karsilastirmalarda ise bagimsiz orneklerde t- testi
kullanild. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bilissel Davranms Bulgular:

4.1.1. Hedef Kadran Streleri

Yetiskin Balb/c farelere uygulanan MK-801 ila¢ enjeksiyonunu takiben kontrol
grubuna ayni hacimde serum fizyolojik (NaCl) uygulandi. Bu iki grup arasinda hedef
kadran surelerinde anlaml fark bulundu (p=0,27). DEX 10 pg ve 20 pg ile kontrol
grubu Karsilastirnldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. MK-
801+DEX 10 pg- 20 pg gruplar: ile MK-801 grubuyla kiyaslandiginda hedef kadranda
gecirilen slre kisalmis olup istatistiksel acidan anlamli bir fark gérildi (p=0,32). Ancak

kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil.10).
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Sekil 10. Morris su havuzu testinde hedef kadranda gegirilen sire (sn.). Veriler ortalama * standart hata
olarak ifade edilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 MK-801 grubuna gore.
Istatistiksel analizde ANOVA takiben Tukey HSD kullanildi. Gruplarda N=7-11 arasinda
degismektedir.
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4.1.2. Yuzme Hizlan

Yetiskin Balb/c farelere uyguladigimiz MK-801, DEX 10 pg- 20 pg, MK-
801+DEX 10 pg- 20 pg ve kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiki agidan dnemli
bir fark tespit edilmemistir (Sekil.11).
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Sekil 11. Morris su havuzu testinde yizme hizi (cm/sn.). Veriler ortalama + standart hata olarak ifade
edilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 MK-801 grubuna gore. istatistiksel analizde
ANOVA takiben Tukey HSD kullanildi. Gruplarda N=7-11 arasinda degismektedir.

4.1.3. Platformu Bulma Siireleri

Yetiskin Balbc/c farelere uygulanan MK-801 ve kontrol grubunun platformu
bulma surelerinde bes giin boyunca kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edildi (p=0,23). Bu bes giin suresince kontrol grubunda platformu bulma
stresinde bir azalma meydana gelirken MK-801 grubunda sabit kaldi. Kontrol grubuyla
DEX grubunun 10 pg ve 20 pg grubu karsilastirildiginda istatistiksel agidan bir fark
gozlenmedi. MK-801 grubuyla MK-801+DEX 10 pg ve 20 pg karsilagtirildiginda MK-
801 grubunun bu strecte sabit ilerledigi ancak MK-801+DEX gruplarinin sirelerinde
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark oldugu bulundu (p=0,28) (Sekil.12).
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Sekil 12. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde platformu bulma suresi (sn.). Veriler ortalama
* standart hata olarak ifade edilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gére, #p<0,05 MK-801 grubuna
gore. Istatistiksel analizde ANOVA takiben Tukey HSD kullamldi. Gruplarda N=7-11 arasinda
degismektedir.

4.1.4. Egitim Denemelerinde Yizme Hizi

MK-801 uygulanan grupta bes ginlik sire boyunca yizme hizi, MK-801 +
DEX 10 pg ve 20 pg uygulanan gruplar ile Kkarsilastirildiginda bes glnlik surede
istatistiksel agidan anlamli bir azalma gozlenmistir (p=0,33). Kontrol grubu, DEX 10ug
ve 20ug gruplart arasinda ise bu siire boyunca anlamli bir fark gézlemlenmemistir
(Sekil.13).
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Sekil 13. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yuzme hizi (cm/sn.). Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 MK-801 grubuna
gore. Istatistiksel analizde ANOVA takiben Tukey HSD kullanildi. Gruplarda N=7-11 arasinda
degismektedir.

4.2. Gen Ekspresyon Bulgulan

4.2.1. COMT Geni

Molekiler dizeyde gen ifadelerinde yapilan caligmamizda COMT geninin
MRNA ekspresyon diizeyi MK-801 enjeksiyonu yapilan grupta kontrol grubuna gére
azalma meydana geldigi ve bu aday geninin Sizofren hastaliginda 6nem kazandig: tespit
edildi (p=0,17). DEX grubunun her iki dozu kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir fark
bulunmazken, MK-801 + DEX 10 pg ve 20 pg uygulanan grupla MK-801 grubuyla
kiyaslandiginda COMT geninin mRNA ekspresyon dizeyinde anlaml: bir artis meydana
geldigi tespit edildi (p=0,29) (Sekil.14).
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Sekil 14. Gen Ekspresyon bulgularinda COMT geninin her bir grup icin kontrol grubuyla kiyaslanmasi.

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

COMT Geni mRNA Oransal Degisimi
=
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4.2.2. RELN Geni

RELN geni mRNA ekspresyon diizeyinde MK-801 grubuyla kontrol grubu
kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenirken (p=0,21); DEX 10 pg dozu uygulanan
grubunda, kontrol grubuna goére anlamli bir artis meydana gelmistir (p=0,35). DEX 20
pg dozu uygulanan grupta bu sonug gézlenmemistir. MK-801 + DEX 10 pg ve 20 ug
uygulanan her iki grupta MK-801 grubuna gore bu gen ekpresyon diizeyinde anlaml: bir

artis meydana gelmistir (p=0.19) (Sekil.15).
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Sekil 15. Gen Ekspresyon bulgularinda RELN geninin her bir grup igin kontrol grubuyla kiyaslanmasi.

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

33



4.2.3. DISC-1 Geni

Molekiler diizeyde gen ifadelerinde yapilan calismada DISC-1 geninin mRNA
ekspresyon diizeyinde MK-801 enjeksiyonu yapilan grupta kontrol grubuna gore azalma
meydana geldigi ve bu aday geninin Sizofreni hastaliginda énem kazandig: tespit
edilmistir (p=0,17). DEX grubunun her iki dozu kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir
fark bulunmamistir. Hatta DEX 10 pg dozu uygulanan grupta digerine gore de artis
gozlenmistir. MK-801 + DEX 20 pg grubu MK-801+DEX 10 pg grubuna gore
kiyaslandiginda istatistiksel bir artis gozlenirken, MK-801 grubuyla kiyaslandiginda
DISC-1 geninin ekspresyon duzeyinde anlamli bir artis meydana geldigi tespit
edilmistir (p=0,30) (Sekil.16).
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Sekil 16. Gen Ekspresyon bulgularinda DISC-1 geninin her bir grup icin kontrol grubuyla kiyaslanmasi.
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Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

4.2.4. DTNBP-1 Geni

DTNBP-1 geni mRNA ekspresyon diizeyinde MK-801 grubuyla kontrol
kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemis, bunun yani sira DEX 10 pg dozu, DEX
20 pg dozuna gore kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda mRNA gen ifadesi dlzeyinde
artis bulunmustur. MK-801 + DEX 10 pg ve 20 pg uygulanan her iki grupta MK-801
grubuna gore anlamli bir artis tespit edilmistir (p=0,31) (Sekil.17).
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Sekil 17. Gen Ekspresyon bulgularinda DTNBP-1 geninin her bir grup icin kontrol grubuyla
kiyaslanmasi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

4.2.5. BDNF Geni

Molekiler diizeyde gen ifadelerinde yapilan ¢alismada BDNF geni mRNA
ekspresyon diizeyinde MK-801 enjeksiyonu yapilan grupta kontrol grubuna gore azalma
meydana geldigi ve bu aday geninin Sizofren hastaliginda 6nem kazandig: tespit
edilmistir (p=0,28). DEX grubunun her iki dozu kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir
fark bulunmustur. Hatta DEX 10 pg dozu uygulanan grupta digerine gore de artis
gozlenmistir. MK-801 + DEX 20 pg grubu MK-801+DEX 10 pg grubuna gore
kiyaslandiginda istatistiksel bir artis gozlenirken, MK-801 grubuyla kiyaslandiginda
BDNF gen ekspresyon duzeyinde anlamli bir artis meydana geldigi tespit edilmistir
(p=0,26) (Sekil.18).
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Sekil 18. Gen Ekspresyon bulgularinda BDNF geninin her bir grup icin kontrol grubuyla kiyaslanmasi.
Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

4.2.6. NRG-1 Geni

NRG-1 geni mRNA ekspresyon diizeyinde MK-801 enjeksiyonu yapilan grupta
kontrol grubuna gére azalma meydana geldigi ve bu aday geninin Sizofren hastaliginda
onem kazandigi tespit edilmistir (p=0,29). DEX grubunun her iki dozu kontrolle
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmustur. Hatta DEX 10 pg dozu uygulanan
grubunda digerine gore de artis gozlenmistir. MK-801 + DEX 20 pg grubu MK-
801+DEX 10 pg grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel bir artis gézlenirken, MK-
801 grubuyla kiyaslandiginda NRG-1 geninin dizeyinde anlamli bir artis meydana
geldigi tespit edilmistir (p=0,34) (Sekil.19).
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Sekil 19. Gen Ekspresyon bulgularinda NRG-1 geninin her bir grup i¢in kontrol grubuyla kiyaslanmast.
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Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (p<0,05).

37



5. TARTISMA

Deney hayvanlariyla sizofreni Uzerine yapilan calismalarin davramssal ve
molekdler boyutlar: ele alindiginda limbik sistemde ve prefrontal korteksde meydana
gelen degisikliklerin hastaliga neden oldugu gérilmektedir. Sizofreni, model alinarak
deney hayvanlarinin olusturulmasina iliskin ¢alismalar, daha ¢ok fare ve sigan tzerinde
yogunlagmistir. Sizofreni modeli olusturmak icin farkli alternatif yollar bulunmakla
birlikte, deney hayvanlarina belirli dozlarda ila¢ verilerek de, insanlarda davranissal
sizofreni modeli olusturulabilmektedir. Nitekim farkli amaclarla kemirgenlerin
kullanildigr sizofreni modelleri, hastalikla ilgili olarak ortaya ¢ikan kognitif
bozukluklarin degerlendirilmesinde ve ilac gelistirilmesinde oldukca yararli olmustur®.
Insan ile kemirgen beyin yapisi ve islev farkliliklarina ragmen, genetik fare modelleri,
bilissel slireclerde yer alan beyin mekanizmalar1 hakkinda dnemli bilgilere ulasilmasin
saglamistir'®?’.

Balb/c 1rki farelerle yaptigimiz ¢alismamizin sonuglari bunu desteklemektedir.
Balb/c farelerin gunlik agirhk takibi yapilarak ilag dozlari ayarlanmistir. Ancak
farelerin, davranis testi ve molekuler dizeydeki gen ekspresyon testinde viicut
agirhiginin calisma tizerine dnemli etkisi olmadig saptanmustir®.

Sizofreni hastaliginin kognitif bozuklugu kisa streli hafizanin uzun sireli
hafizaya aktarilamamasi seklinde aciklanmistir. Morris su havuzu testi degerlendirmesi
bilissel davranislarin durumunu ortaya koymaktadir. Calismamizda Morris su havuzu
testi platformu bulma suresinde kontrol grubunda azalma meydana gelirken MK-801
grubunda platformu bulma siresinde artis meydana gelmistir. Balb/c erkek farelerde
MK-801 uygulanarak yapilan calismalarda MK-801 grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda su labirenti performansi, hedef 15 saniyede harcanan zaman,
platforma olan ortalama mesafe ve yilzme hizinda azalma meydana geldigini
saptamlsIard1r9'1°'12'14'15'42'44.

Balb/c farelerin calismamizda kullanilmasinin nedeni hipertansiyon, kanser,
sizofreni ve cerrahi mudahaleler icin Uretiliyor olmasiydi. Farkli irka sahip farelerde

1316 Morris su

O6grenme ve hafizanin degerlendirilerek ayni sonuglara ulasilmistir
havuzu testi bulgularina gore platformu bulma slresinde artis meydana geldigi

goézlenmistir****, C57BL/6, DBA/2, Balb/c, CD1 ve diger bircok yakin cins farelerle
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calisilabilecegini, 6grenme ve bellek gorevleri, saldirganlik, cinsel ve ebeveyn
davraniglar: ve etanol, nikotin, kokain, antipsikotikler ve anksiyolitiklerin davranigsal
eylemler icin kullanilabilecegi saptanmistir*31642,

Calismamizda MK-801’in 0grenme ve hafiza UGzerine yarattigi olumsuz etkinin,
DEX sayesinde giderilebilecegi gdzlenmistir. DEX’in, sedatif, analjezik ve sempatolitik
Ozelliklere sahip bir a-2 adrenerjik reseptdr agonisti olmasi dopamin reseptorlerinin
inhibisyonunu saglayarak dopaminin normal diizeyde salgilanmasina yardimci olmasi
sebebiyle sizofreni hastahigi icin tedavi edici olarak distinilmektedir®®?. DEX’in
prefrontal korteks ve hipokampusteki 5-HT, norepinefrin ve asetilkolin salintmini diger
atipik  antipsikotiklerle  benzer  sekilde arttirdigini  gosteren  calismalarda

bulunmaktadir®>#

. Sizofreni hastaliginda DEX gibi belirteclerin, hastaligin erken tanis
ve gelisimine katkida bulunabilecegi diistintlmektedir®®.

Sizofreni hastalig: tzerine davramissal calismalara ek olarak molekiiler diizeyde
calismalar yapilmaktadir. Bu calismalar gen diizeyinde olup aday genlerin ekspresyon
duzeyleri Gzerindeki etkileri degerlendirilmektedir. Calismamizda MK-801 grubundaki
COMT geninin mRNA ekpresyon diizeyinin kontrol grubuna gére anlamli derecede
azaldig1 gortalmustur. COMT geninin sizofreni igin bir aday gen olarak dikkat cekici
hale gelmesi kromozom 22911 (zerindeki mikrodelesyonun katekolamin
norotransmitterlerinin - metabolizmasindaki  biyokimyasal fonksiyonu etkileyerek
sizofreni ile iligkili bir sendroma yol actig gozlenmistir’®. COMT gen ekspresyon
duizeyinin sizofreni ile dogrusal bir iligkisinin oldugunu Wisconsin Kart Tarama Testi
de gdstermistir®’. Sizofreni aday genleriyle ilgili bir raporda RELN geni ekspresyon
duzeyinde sizofreni benzeri model olusturulan yetiskin farelerde kontrol grubuna gore
%50 azalma tespit edilmistir®. Yaptigimiz calismada MK-801 grubunun RELN geni
ekspresyon duzeyi kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir azalmanin meydana
gelmesi sonucunda sizofreniyle iliskilendirilmis ve yapilan aragtirmalart destekler
niteliktedir. Spesifik sizofreni riski tasidigi bilinen RELN geninin, cinsiyet hormonlarin
kortikal yapisin1 degistirerek psikoza duyarliligr arttirdig: gozlenmistir®®. Fare
modelleriyle yapilan calismalarda RELN gen ekspresyon dizeyindeki ve protein
duzeyindeki azalmanin anksiyete benzeri davramslarda azalma, 6grenme ve bellek
yetersizligi gibi sizofreni hastalarinda gorilen anormal davranislara neden olabilecegi

tespit edilmistir®**°. Postmortem calismalarda hastalardan alinan dokularda hem RELN
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hem de BDNF gen ekspresyon duzeylerindeki azalmalarin, hipokampus ve anteriyor
korteksde norotrofinler arasinda BDNF protein dizeyinin artmis olmas: sizofreni ile
iliskilendirilmistir** . Beyin tiirevi nérotrofik faktorin (BDNF) merkezi sinir
sistemindeki kolinerjik, dopaminerjik ve seratonerjik noéronlarin plastisitesinde gorev
aldigi ve sizofrenide kognitif iyilestirme yontemlerinde biyobelirteg olarak gorev
alabilecegi dustinilmektedir’®*’. BDNF, NRG-1, RELN, DRD1, HTR4, GABRI,
GRIN1, GRM7, CHRM1 ve ATXNZ2 gibi bir dizi hedef genlerin varligi ve bu genlerin
asirt ekspresyonuyla sizofreni ve bipolar bozukluk ile iliskilendirilmistir***“, NRG-1
geniyle ilgili bir ¢ok calisma yapilmis ve birbirinden farkli sonuglar da bulunmustur.
Calismamizda NRG-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyindeki azalma sizofreni benzeri
model olusturdugumuz grup olan MK-801 grubunda meydana geldigi igin sizofreni ile
iliskilendirilmistir. Balb/c farelerde olusturdugumuz sizofreni benzeri modelin aksine
mutant farelerde tam bir sizofreni modeli olmadigi halde lokomotor ve duyusal
davranislarin sizofreni hastaliginin belirli yonlerini ortaya cikarmistir®. NRG-1 geninin
miyelizasyonu kontrol etmesi ve sizofreni fizyopatolojisindeki etkisi bilinmektedir®™®’.
Sizofreni hastalarinda NRG-1 geninin ekspresyon diizeyinin artis1 veya NRG-1 geninin
bireysel olarak sizofreni ile iliskili olmadigin ileri siiren calismalar bulunmaktadir®®®.
DISC-1 geninin agirlikli olarak hipokampiste yer almasi nedeniyle hipokampds
yapist ve fonksiyonu tizerinde spesifik etkisi vardir*. Beyin gelisimi sirasinda néronal
migrasyonda gorev aldigi, sinyal iletimi ve glutamat iletimini modile -ettigi
bilinmektedir®. Cahsmamizda MK-801grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda
DISC-1 gen mRNA ekspresyon diizeyinin azalmasi sizofreni ile iliskilendirilmistir.
DISC-1 geninin beyin gelisiminde kritik rol oynamas: deneysel fare modeli
calismalarinda farelerin gelisim evrelerinin, beyindeki aktif ndrogenez periyodu
ergenlik donemine Kkarsilik geldigi icin sizofreninin etiyolojisinin norogelisimsel
hipotezle uyumlu oldugu ortaya cikmaktadir. DISC-1 mutasyonunun gelisimsel
anatomik endofenotiplere etkileri ile sizofreni, otizm gibi hastaliklarin davranissal

°L33% - Otizm ve Sizofreni hastalarinda dil

bagintilarint icerdigi  gbzlenmistir
anomalileriyle ilgili yapilan calismalarda FOXP2, COMT, GABRB3 ve DISC-1 gibi
birgok fonksiyonel genin aslinda her iki hastalikta da rol aldigi, bu iki hastaligin ortaya

cikmasinin genom ve cevre arasindaki etkilesim yoluyla diizenlendigi bildirilmistir>>°.
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DTNBP-1 geninin yam sira CNTF, COMT, DDR1, DISC-1, DRD2, DRD3
genleri de sizofreni aday genleri olarak tanimlanmistirr”**®2. DTNBP-1 mutasyonunun
sizofrenide stresle iligkili anksiyete davraniglarini ve strese duyarlihigi belirleyen
néronal devreleri dogrudan veya dolayli olarak etkilemesinin mimkin oldugu
bilinmektedir™. Sinaptik olgunlasma, baglanti ve glutamatin dahil olmasi DTNBP-1
geninin etki mekanizmasint anlamamiza ve sizofreni etiyolojisi icin bir baglanti
kurmamiza yardimer olmaktadir®®. Sizofreninin patogenezinde DTNBP-1 ve BDNF
genlerinin beyin bolgesi ve hiicre tipine 0zgl islevleri sizofreni icin potansiyel bir
tedavi stratejisi olarak diisiintilebilecegi bildirilmistir®’. Ancak calismamizda MK-801
uygulamas: yapilan grup ile kontrol grubu arasinda DTNBP-1 geninin mRNA
ekspresyon diizeyinin hastalikla iliskisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanamamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Yaptigimiz galismanin sonuglarina gore; sizofren benzeri fare modeli ile bunun
kontrol grubu arasinda COMT, RELN, NRG-1, DISC-1, BDNF genlerine ait
gen ekspresyon dulzeylerinde azalma meydana gelirken, DTNBP-1 geninin
ekspresyon duzeyinde herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. DEX
enjeksiyonu yapilan gruplarda kontrol grubuna yakin degerler gozlenirken,
MK801+DEX gruplarinda MK801 gruplarina gére anlaml diizeyde bir artis
meydana gelmistir.

2. Biligsel davranis testinde kontrol grubuna gére MK801 grubunda uzun sdreli
hafizada meydana gelen etki nedeniyle yuzme hizlarinda azalma, platformu
bulma sireleri sabitken, hedef kadranda gecirilen sirede anlamli bir fark
bulunmustur. Bunu takiben DEX gruplarinda kontrol grubuyla benzer sonuclar
verirken, MK801+DEX gruplarinda kontrol grubuna benzer sonuglar
bulunmustur. Egitim denemelerindeki yiizme hizi parametresine gore, MK801
ile MK801+DEX gruplart karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlaml: bir
azalma gozlenmistir.

3. Yaptigimiz ¢alisma sadece Real-Time PCR da yapildigi icin ancak gen dizeyleri
calisilmistir. Farkli olarak bu calismaya protein duzeyleri de eklenebilir ve
Western-Blot yontemiyle calisilabilir.

4. Sizofreni hastaliginda calisilan aday genlerinin sayisi artirilip prefrontal kortex
ve hipokampls disinda beynin diger bolimlerindeki etki mekanizmasina
bakilabilir.

5. Calismamizda biligsel ve molekuler diizeyde yapilan ¢alismalar hem gen sayisi
artirnlarak hem de bilissel testeler farklilastirilarak yapilabilir.

6. Bilissel islev ve molekiler dizeyde degerlendirme 1siginda DEX’in onarici
etkisinin ileriki donemlerde sizofreni hastaliginin tedavisinde yardimci

olabilecegi disuinmekteyiz.
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