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KISALTMALAR

AA : Aragidonik asit

AMPA : Amino -3-hidroksi -5- metil -4- isoazol propiyonik asit
APUD : Amine Precursor Uptake and Decarboxylation
ARG : Arginin

ATP  : Adenozin trifosfat

cAMP : Siklik adenozin monofosfat.
CAT :Katalaz

CCA : Kommon karotid arter

cGMP : Siklik guanozin monofosfot
DAG : Diagilgliserid

DNES : Diffuse Neuroendocrine System
EAA : Eksitatér Amino Asit

EC : Enterokromafin

ECA : Eksternal karotid arter

G-6PD : Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
GPx : Glutatyon peroksidaz

GRd : Glutatyon rediiktaz

GSH :Indirgenmig glutatyon

GSS : Ganglion Servikale Stperior
GSSG : Okside glutatyon '
H2O, : Hidrojen peroksit

HIOMT : Hidroksiindol-O-Metiltransferaz
HRP : Horseradish peroxidase

HX : Hipoksantin

ICA :Internal karotid arter

K : Kainat

LDF  : Laser dopler akim digcer

LOO : Peroksil radikali

MOBL : Mediyal On Beyin Lifleri
NANF5M: N-asetil-N-formil-5-metoksikinuramine
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SOD
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TTC
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: N-Asetitransferaz
:N-metil-D-aspartat

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit radikali

: Nitrik oksit sentaz

: Nukleus suprakiyazmatikus

: Singlet oksijen

: Siiperoksit radikali

: Orta Serebral Arter

: Peroksinitrit anyonu

: Oksijenden olugan serbest radikaller

: Posterior serebral arter

: Posterior kommunicant arter

: Fosfokreatin
: Prostaglandinier

: Pterygopalatin arter

: Bblgesel beyin kan akigi

: Superoksit dizmutaz

: Santral sinir sistemi

: Traktus Retinohipotalamikus

: 2, 3, 5, trifenil tetrazolium klorid monohidrat
: Vertebral arter

: Ksantin dehidrogenaz

: Ksantin oksidaz




OZET

Iskemi esnasinda  salinan birgok nérotransmitter spesifik postsinaptik
reseptérier Uzerinden n6ronal dejenerasyona yol agmaktadirlar. Bu
ndrotransmitterlerden 6zellikle glutamatin iskemik hiicre élumundeki eksitotoksik
etkisi uzun yillar aragtinlmistir. Fakat sonraki galigmalar, glutamat disinda daha
birgok nérotransmitterin de, sinaptik araliya salindigina ve eksitotoksik hasarlanmada
primer rol oynadigina igaret etmigtir.

Olanzapin ve risperidonun, serotonin ve dopamin reseptor blokéri etkileri
yanisira, histaminerjik, adrenerjik, ve muskarinik reseptérler tzerinede antagonist
etkileri bilinmektedir. Ozellikle son yillarda sizofreninin negatif ve positif
semptomlarinin gideriimesinde sik olarak kullanilan bu atipik antipsikotik ajanlarin,
uzun stre kullanimda daha iyi klinik sonuglar vermesi, néroprotektif etkilerini igeren
birgok invivo ve invitro galigmalarin yapiimasina yol agmistir.

Bu c¢aligmanin amaci, risperidon ve olanzapinin kalici serebral iskemi
modelinde, odzellikle reseptérier dizeyinde gdsterdikleri néroprotektif etkileri ile
,iskemi sonucu olugan beyin hasarinin 6nlenmesindeki etkisini aragtirmaktir.
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SUMMARY

Ischemia induced release of diverse neurotransmitters and the ensuing
activation of specific postsynaptic receptors have been suggested to play a major
role in the development of ischemic selective vulnerability. Interest in the role of
neurotransmitters in ischemia followed studies establishing that the release of
glutamate and its excitotoxic actions are involved in ischemic neuronal
damage.Subsequent studies have demonstrated that the release of not only
glutamate but also other neurotransmitters and the ensuing imbalance between
excitation and inhibition is important for the development of ischemic neuronal
damage. Among these neurotransmitters the monoamines have been implicated in
the pathogenesis of neuronal injury during ischemia.lt has been shown that there is a
large increase in glutamate ,dopamine,serotonin and other neurotransmitters during
ischemia.

Olanzapine and risperidone are potent Serotonin(5-hydroxytryptamine,5HT)2a
and dopamine D2 receptor antagonists that are widely used in the treatment of
both positive and negative symptoms of schizophrenia. Besides their high affinity for
dopamin and serotonin receptors they also show relatively weak affinity for
muscarinic and histaminergic receptors. Clinical evidence has shown that early and
prolonged intervention with these drugs will improve the long-term outcome of
iliness.It is still unclear, however, whether the atypical antipsychotic drugs have
neuroprotective properties.

In this study, we attempted to clarify the neuroprotective role of olanzapine
and risperidone in the mouse model of invivo focal permanent cerebral
ischemia.Both agents were applied just before permanent ischaemia and the
neuroprotection was evaluated by TTC staining.




I. GIRIS VE AMAC

Beyin, canlilarin mental ve motor fonksiyonlarinin olugsmasinda temel ve
fonksiyonel énemi olan, ayni zamanda hasarlanmaya karsi ¢ok duyarl olan bir
organdir. Ozellikle yaslanmayla birlikte, aterosklerotik streglerin hizlanmasi,
tromboembolik olaylarda artiga sebep olmakta, bu durum serebral kan damarlarinin
tkkanmasi sonucu iskemi olusum riskini artirmaktadir. Béylece, beyin
fonksiyonlarinin bir kisminin yok olmasi ya da bozulmasi sonucu meydana gelecek
hemiparezi ve benzeri olaylar, yagami gl¢ bir hale sokmaktadir. Bu sebeple stroke
modelleri {izerinde, deneysel ¢galigmalar giderek artmaktadir.

Fokal serebral iskemi modelleri insanda olusan iskemiye benzer tablolar ve
tekrarlanir sonuglar olugturmasi sebebiyle son yillarda en gok yeglenen deneysel
metodlardan biri haline gelmigtir. Ip modeli ile olusturulan fokal serebral iskemi
modelinde, hem reperflizyon hem de permanent iskemi kolaylkla
gergeklestirilebilmekte ve bundan dolayi deneysel galigmalarda tercih edilmektedir.

Atipik antipsikotikler gosterdikleri ilging néroprotektif 6zelliklerinden dolayi,
son zamanlarda klinik pskiyatri kadar molekdiler psikiyatri ve ndrolojinin de ilgi
alanina dahil edilmiglerdir. Atipik antipsikotikler, ylksek lipofilik 6zellikleri sebebiyle
kolayca kan beyin bariyeri ve hiicre membranini gegebilmektedir. Daha 6nce yapilan
calismalaria 6zellikle risperidon ve olanzapinin travmatik beyin hasarini azaltti§
gosterilmigtir. Bu iki ajanla yapilan in vivo ve in vitro caligmalar her iki ajanin da
serotonin ve dopamin reseptorleri {izerinden oldugu kadar néroendokrinolojik aksis
Uzerine de etkilerinin oldugunu dolayisiyla néroproteksiyonda rol oynadi§ini ortaya
koymustur.

Bu galismanin amaci, risperidon ve olanzapinin kalici serebral iskemi
modelinde, 06zellikle reseptorler diizeyinde gdésterdikleri néroprotektif etkileri ile
,iskemi sonucu olusan beyin hasarinin 6nlenmesindeki etkisini arastirmaktir.




1.GENEL BILGILER
1.1. ISKEMi VE REPERFUZYONDA DOKU HASARI MEKANIZMALARI:

On yil dncesine kadar yalnizca oksijen eksikliginin beyin hasarina sebep
oldujuna inaniimaktaydi. Son on yildir yapilan galigmalar, reoksijenasyonun da
hasara neden oldujunu goéstermistir. Glinimiizde beyin hasari iskemi sirasinda
primer ve reperflizyon sirasinda sekonder olmak {izere iki baglikta incelenmektedir

(1).

Primer néronal 6lim
ASFIKSI >BEYIN HASARI
Sekonder ndronal 6lim

Sekil 1: Asfiksi sonrasi serebral hasarn iki yolagi
1.1.1. Fokal Serebral iskemi ve Reperfiizyonun Fizyopatolojisi:

1.1.2. Fokal Serebral iskeminin Fizyopatolojisinde Enerjinin (ATP) rolii:

Hucresel enerji bozuklugu, iskemi aragtirmalarinin temel noktasini olusturur.
Hicre nekrozu, sekonder olarak enerji metabolizmasi bozukiugu veya yoklugu
anlamina gelmektedir (2). ATP veya diger nikleosit trifosfatlarin (sistidin trifosfat ve
uridin trifosfat gibi) sentezlerinin bozulmasi, ti¢ sekil de hiicrenin canliligini tehlikeye
sokmaktadir. Bunlardan ilki; enerji kaynaklarinin yoklugunda aneorobik glikolizin
uyarilmasi sonucunda intra ve ekstrasellliler asidoz olugmasi ve iskemik dokunun
canliiginin iyilesmesinin engellenmesidir. lkincisi; enerji yokiugu nedeniyle iyon
homeostazisindeki dizensizligin iskemik dokunun canliigini tehlikeye sokmasidir.
lyon homeostazisindeki duzensizlik; ozmotik olarak Na* ve CI™un hiicre igine
girmesi, patolojik olarak biiyik 6nemi olan su ve Ca** girisine sebep olmaktadir.
Ugtincl etki ise enerji yoklugunda yiiksek enerjili fosfatlarin, spontan veya enzimler

araciligiyla yikimalarini izleyerek makromolekillerin yeniden sentezlenmesinin

engellenmesidir. ATP kaybi bu stireclerin strekiiligini engelleyerek, hiicre yapisinin
bozulmasina neden olur. Orneg§in, ATP eksikligi, (mikrofilament velveya
mikrotubulinin hiicre membranina yerlegsmesi gibi) hiicre iskeletinin proteolitik olarak
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par¢galanmasina neden olur (3). ATP eksikliginin diger etkisi, lisofosfolipidler,
diacilgliseridler (DAG) ve arasidonik asiti iceren (serbest yag asitleri gibi) yilkim
Uranlerinin  birikmesi ile fosfolipidlerin pargalanmasidir (2,4). Pargcalanma
enzimlerinin aktiflegtiriimesi, ATP kaybi sonucu meydana gelen Kkalsiyum
konsantrasyonundaki artigtan kaynaklanmaktadir (5,6,7,8,9).

1.1.3. Enerji metabolizmasinin iyon degisimiyle olan iligkisi

Enerji metabolizmast ve iyon homeostazisi, polarize hiicre membranindan
pasif veya enerji gerektiren iyon akigi nedeniyle yakin iligki igerisindedir. Fizyolojik
olarak iyonlarin egit olmayan dagilimi ve yaklasik -60 mV’luk membran potansiyeli
dogrudan veya dolayli olarak ATP'ye bagiml olan iyon transportuyla olusturulur.
Membran kanallar yoluyla olugan pasif iyon degisimi aktif taginma ile dengelenir.

lyon homeostazisinin bozulmasi, iyon pompalarinin gérevlerini yapamamasi
veya membrandaki sizintidan dolayr meydana gelir. Eder membran depolarize
olursa, elektriksel giic zayiflar ve akis yonii genellikle konsantrasyon gradiyentiyle
belirlenir. Bu da CI",Na* ve Ca*"un hicre igine girmesine ve K"un ayrimasina
sebep olur (6,7,10).

Sekil 2'de iskemi sirasinda meydana gelen serebral enerji dlzeyindeki
degisiklik, iyon akigindaki bozukluk ve iki blyiik fazda meydana gelen iyon degigimi
gosterilmistir (11). llk faz sirasinda ekstraselliler K* seviyesi hafifge artis gosterir.
Ayni zamanda laktik asitin difflzyonla hiicreden ayrilmasi ve COJ’in birikmesi
ekstraselltler pH'da dismeye sebep olur. Bununla birlikte, olasilikla K* iletkenligi de
aktiflestiriimektedir. Ayni zamanda ilk faz sirasinda ekstraselliler Ca™ diizeyinin
azalmadi§i gértimektedir.

Ikinci faz sirasinda, Na*, CI” ve Ca** absorbe olurken, K* hizh bir sekilde
hicreden ayrilir. Bu degigiklikler DC elektrik potansiyeli degisiklikleri ve pH
kayitlarindaki degisikliklerle es zamanl olarak meydana gelmektedir. Bunun yaninda
HCO;3; ~, HCO; 'a iletken oldugu bilinen aktif CI~ kanallan yoluyla ters yénde
hareket eder (12).

Fosfokreatin (PCr) ve ATP diizeyindeki degisikliklere gelince; anoksi
sirasinda ATP {retimi durmaktadir, fakat ATP kullanimi devam etmektedir. Bu

+ + intrasellliler fosforlar + H™ reaksiyonu yoluyla ATP’nin

hidroliziyle yoluyladir.Bununla birlikte, ATP, ADP konsantrasyonundaki artigtan
dolayr PCr depolari tiikenininceye kadar ATP kreatin kinaz reaksiyonuyla (PCr +
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ADP +H — kreatin +ATP) sabit tutulur, daha sonra ATP konsantrasyonu diismeye
baglar. Hiicre laktat iretimiyle veya aneorobik glikoliz ile bir miktar ATP
saglamaktadir, fakat bu, hizlt enerji kaybini karsilamaya yetmeyecek kadar azdir
8,10).

lyon akigi hicre hasarinin iki mekanizmasini gésterdiginden dolayi
fizyopatolojik olarak 6nemlidir. llki, Na* ve CI'un girigi ozmotik olarak suyun
girmesine neden olarak hiicrenin pargalanmasina neden olur (ozmotik hasar).
Ikincisi ise intraselliiler Ca** artigidir (Ca** ile indUklenen hasar) (Sekil 2 ) (13).

Iskeminin baglamasindan hemen sonra Ca™ depolarindan kalsiyumun
serbest birakilmasi sebebiyle, ekstraselliler Ca™ diizeyi degismemesine ragmen
intrasellGler Ca*™* artmaktadir. Bu artig, yiizeysel florosans yéntemi ile gésterilmigtir.
Intraselliiler kalsiyum artigindan dolayl membran gegirgenli§i K*, CI™ ve diger
iyonlara karg! artar (14).

Iyonlara kars! artan membran gegirgenligi iyon homeostazisindeki bozuklugun
6nemli sebeplerinden biridir. K" kaybindan sonra pompa bozuklugu ve artan sizinti
iskemik hasan kuvvetlendirici olaylar olup, Ca** ve Na* un hiicre igine alinimt kadar
ATP  tiketimini de uyarmaktadir. Bunun yaninda, iyonlara kargi membran
gecirgenligi artigindan, mevcut olan ATP, iyonlarin hiicreye yarar saglamayan
sikluslari sirasinda kullanilir.  Fakat ATP depolannin tilkkenmesi bile iyon
homoestazisi kaybini engelleyememektedir. Sekil 2'de gosterilen iyon akigi normal
dokularda da meydana gelmektedir. Bu elektrik stimulusuyla, lokal K*, glutamat
uygulamasi veya sivri bir aletle yaralama ile olusturulan "spreading depresyonda”
da goézlenmektedir (15,16,11). Iskemi (veya hipoglisemi) ve "spreading depresyon"”
arasindaki farklilk iskemide iyon akiginin spontan olarak geri doéndstmli
olmamasidir.
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Sekil 2: [skemi sirasinda iyon akisi ve enerji bozuklugu arasindaki iligki

Sol: Tam iskeminin ilk 120 saniyesi sirasinda, dokuda fosfokreatin (PCr),
adenozin trifosfat (ATP) ve laktat konsantrasyonu. D= depolarizasyon.

Sag: Ekstraselliler K*, Ca™, Na*, CI' (Cly), pH (pHe) konsantrasyonundaki
degisikiikler ve DC potansiyeli (V¢). ATP konsantrasyonu kontrol seviyesinin %
90'indan blylkse K* artmamaktadir. ATP konsantrasyonu kontrol seviyesinin %
50'sinin altina diigtugtunde iyon homeostazisi de bozulmaktadir (8).

1.2 REPERFUZYON VE DOKU HASARI

1.2.1. Serbest radikaller

Bir atom yada molekiilin yapisinda yer alan elektronlar daima nilkleus

etrafinda, her bir yériingede ¢ift sayida dizilim gésterme egilimindedirler. En d

yorlingesinde bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron iceren atom
molekilllere serbest radikal adi verilir (17,18). Serbest radikallerdeki eksik olan
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elektron nokta ile gosterilir (17,19). Serbest radikal reaksiyonlari normal biyolojik
olaylarda genis bir spektrum igerisinde yer alir ve birgok hiicresel enzim ve elektron
transport sistemi, katalitik fonksiyon dogrultusunda ara ariin olarak sinirli miktarda
serbest radikal olusturur. Normal fizyolojik kosullarda olugsan serbest radikaller,
biyolojik korunma mekanizmalarn ile ortamdan uzaklagtirilir. Ancak dejeneratif
hastaliklar gibi bazi patolojik streglerde reaksiyonlarin ara kademelerinde serbest
radikallerin agin miktarda dretiimesi ve/veya biyolojik koruyucu sistemlerin
caligmamasi gibi durumlarda istenmeyen etkilere yol acarlar.
Serbest radikaller 3 farkh bigimde olusuriar:

1- Kovalent bagli normai bir molekilin, her bir pargasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik blinmesi.

XY - X + Y

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybt veya bir molekiliin
elektronlan esit olarak paylagmaksizin bélinmesi. Bunda kovalent bagi olugturan
her iki elektron atomlarin birinde kalirlar. Bu gekilde serbest radikaller yerine iyonlar
meydana gelir.

XY - X~ + Y

3- Normal molekule bir elektron eklenmesi

A +e — A’

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelir. Serbest radikaller, pozitif veya negatif ylkli olabilecedi gibi
elektriksel olarak notr de olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklindedir .
Ccu*, Fe*, Mn* ve Mo®* gibi gecis metallerinin de, ortaklanmamig elektronlar
oldugu halde, serbest radikal kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar, reaksiyoniar
katalize ettikleri igin serbest radikal olugumunda énemili rol oynariar (17).

Serbest radikaller molekdlin yapisina gore; oksijen merkezli (6rn: siiperoksit
radikali, peroksit radikali, hidroksil radikali), karbon merkezli (6rn: karbon tetraklorr,
triklormetil, aromatik hidrokarbonlar) veya silfiir merkezli (6rn: glutatyon radikali)
ilir.—Olusan serbest radikaller hiicre membrani ve hiicre igi

organelleri etkilerken ekstraselliiler komponente de geger ve uzak etkiler

olustururlar. Burada serbest radikalin ¢dztnurluga ve difflzyon hizi 6nem
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kazanmaktadir. Oksijen merkezli serbest radikaller incelendiginde hidroksil radikali
oldukga potent olmasina ragmen, difflizyon hizi yavastir. Bu ylizden ancak olustugu
yerde ya da yakininda etki gosterir. Buna kargin H.O, ¢ok az potent olmasina
ragmen plazma membranini, mitokondrial ve peroksizosmal membranlarn rahatlikla
gecerek uzak etki gbsterebilirier (20,18). Giniimiizde serbest oksijen radikalleri
terimi yerine, daha kapsaml olan ve hem siiperoksit, RO", ROz, hidroksil gibi oksijen
iceren radikalleri, hemde aslinda radikal olmadiklari halde reaksiyonlan ile oksijen
iceren radikallerin olusumuna neden olabilen (peroksit, singlet oksijen, O3, hipoklorik
asit gibi ) molekadlleri igine alan "Reaktif oksijen trlinleri (ROS)" terimi daha yaygin
olarak kullaniimaktadir. Reaktif oksijen dGrinleri termodinamik stabilitelerini
kazanmak igin yakinda bulunan diger molekillerden elektron yada H* atomlarini
serbestlestirmeye caligir ve bu molekulleri aktif radikal haline getirir. Molekdler
oksijenden reaktif ara GrGnlerin olusumu asagidaki formulasyonla gdsterilebilir
(21,22,23).

le } e+2H* | e+H* | e+H"

0} — 00y — HO0, — OH™ — H.0
oksijen  sdperoksit hidrojen peroksit hidroksil su

Canlilardaki en 6nemli serbest radikaller, serbest oksijen radikalleridir.
Serbest oksijen radikallerinde anahtar rolii oynayan maddeler oksijen, siiperoksit,
hidrojen peroksit, gegis metal iyonlart ve hidroksil radikalidir. llk dérdiinan gesitli
reaksiyonlari sonucu hidroksil radikali sekillenir (17,24,25,26).

Oksijenin elektronlarinin iki. tanesinin eslesmemis bir sekilde dagihmindan
dolayi, oksijen bazen diradikal olarak da degerlendirilir. Bu ozelligi, onun diger
serbest radikallerle kolayca iligkiye girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise
daha yavag reaksiyona girerler (17).

Stperoksit radikali en gabuk ve en kolay olusan radikaldir. Aktivitesi kismen
digik oldugu halde, diger radikalleri olugturdugu ve gegis metal iyonlarini indirgedigi
icin 8nemlidir. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle olusur.

O +e — O




Siperoksit radikali ile NO' radikali reaksiyona girerek reaktif bir oksijen tirevi
olan peroksinitrit (ONOQO") olusturur. Fizyolojik pH'da peroksinitrit hizla hidroksil ve
nitrojen dioksit radikaline gevrilir.

02"+ NO" — ONOO
ONOO" + H* — ONOOH
ONOOH — OH' + NOz

Peroksinitrit giigli bir prooksidan madde olup siperoksit dismutaz ile
reaksiyona girerek sellliler proteinlerin tirozinlerini nitrozile eder. Bdylece hlcresel
fonksiyon bozuklukiarina neden olur (27,28,24).

Hidroksil radikali bu grupta en potent serbest radikaldir ve olugmasi igin
ortamda demir veya bakir gibi transizyonel metallerin varligi gereklidir. Transizyonel
bir metal tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar, Fenton reaksiyonlan olarak bilinir
(23,26,29).

H.O. + Fe?* — Fe* + OH + OH
H.O>+ Cu* — Cu? +OH +OH

Bir transizyonel metalin varliginda, siperoksit radikali hidrojen peroksit ile
tepkimeye girerek, hidroksil radikalini olusturur. Bu reaksiyona Haber-Weiss denir
(24).

Fe** + 0" — Fe** +0;
Fe** + H,O, — Fe®* + OH + OH"
H024+ 02" — Oz + OH + OH"

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da stperoksit meydana
getirebilir (24,25).

Fe:*+ O —Fes' + 02

Cu+ + Oz-’ CUQ"' +02-




Hidroksil radikali hiicre iginde bulunan tiim molekdllerle reaksiyona girebilir.
Diger serbest radikaller gibi DNA'yi, lipidleri, karbonhidratlan ve proteinleri
zedeleyebilir (25,30).

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadig! i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiilidir. Serbest radikal reaksiyonlan sonucu meydana geldigi gibi
serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yéniinde olan bagka bir
orbitale yer degistirmesiyle olusur.(24)

Aerobik metabolizma sirasinda hiicreler, mitokondrial enzim sitokrom c
oksidaz ile molekdler oksijeni suya indirgeyerek enerji elde ederler. Bu reaksiyon
sirasinda, dort elektron oksijene direkt aktariir. Cok az miktarda slperoksit,
hidrojenperoksit ve hidroksil radikali olugabilir (31).

Hicrelerin olduk¢ga zararli olan serbest radikallere kargi savunma
mekanizmalan vardir. Stperoksit dismutaz enzimi bunlardan biridir ve stiperoksiti
hidrojen peroksite indirger (22,23).

202-' +2H" — HgOz + 02

Hidrojen peroksit peroksizomlarda katalaz, mitokondri ve sitoplazmada ise
glutatyon peroksidaz ile su ve oksijene indirgenir. Okside olan glutatyon ise
glutatyon rediiktaz ile glutatyona gevrilir (22,23,24,32).

Katalaz

2H,0; — H0+0;
Glutatyon peroksidaz
2GHS +H:0; — G-S-S-H+2H.0
Glutatyon rediiktaz

G-S-S-H + 2 NADPH* — 2 GSH + 2 NADP

Ikincil savunma mekanizmasi, hiicrelerin transizyonel metalleri tagiyici ya da
depolamada kullanilan proteinlere sikica baglanmasidir. Ugiincii yol ise dengeli

serbest radikal olusturmaktir. Bu da a-tokoferol (vitamin E) gibi maddeler sayesinde
gergeklestirilir (22,23,24,32,33).




Iskemide oksijen yeterli seviyede degildir. l¢ mitokondrial membranin elektron
transfer zinciri, oksijen eksikligi nedeni ile asin indirgenmis hale gelir. Ayrica artan
enerji ihtiyact yiziinden, mitokondride solunum ihtiyact artar ve hizla serbest
radikaller olusur. Iskemi sirasinda artan Ca*™ mitokondride hidroksil radikali
olusumuna neden olur (31).

Eksitotoksisite de mitokondriden serbest radikal olusumunu artirir. llk olarak
depolarizasyon, ATP ihtiyacini artinr ve oksijenin sinirh olduju ortamda,
mitokondrial solunum hizlanir. Ikinci olarak hiicre i¢i Ca*™ artisina neden olarak,
mitokondri (zerinde ylka artirirlar. Boylece artan reaktif oksijen tirleri mitokondri
DNA'si, lipidleri ve proteinlerini zedeleyebilirler (34).

Serbest radikaller, protein, nikleik asit, lipid ve ekstraselliler matriks
glikozaminoglikanlar gibi molekillerin Gzerine etkiyerek, pargalanmalarnina sebep
olur. Bu molekiller 6zellikle merkezi sinir sisteminde bulunmaktadiriar. Sulftr
tagtyan amino asitler ve gok doymus yag asitleri 6zellikle hasara yatkindirlar. Yag
asitlerinin, karbon-karbon ¢ift baglarina bitigik olan alfa metilen karbonlari, serbest
radikallere oldukga duyarlidir. Her bir molekiliinde bir ¢ok ¢ift baga sahip olan ¢ok
doymus yag asitleri, serbest radikal hasarina 6zellikle duyarlidiriar (26).

1.2.2.Reperfiizyon

Trombolitik tedavinin inmeli hastalarda kullaniimaya baglamasi ile
reperflizyon hasari ve sonuglari gilindeme gelmigti. Serebral iskeminin
patofizyolojisinde kan beyin bariyerinin bitlnlGgunin bozulmast &nemli rol
oynamaktadir. Bir yandan enfarkt alam reperflizyon ile kiguliirken diger yandan
6dem olusumunu arttirabilir. Yapilan galigmalar sonunda, reperfiizyonu takip eden
dénemde, kan beyin bariyerinin kalici okllizyona goére belirgin bozuldugu
saptanmigtir (35). Reperfiizyon ile birlikte yeniden oksijen saglanmasi, serbest
radikal olusumunda artiga neden olur. Bu ortamda fazla miktarda olugan sliperoksit
ve NO radikali reaksiyona girerek peroksinitrit olusmasina ve endotelyal hiicre
hasari ile kan beyin bariyerinin bozulmasina yol agabilir (24,27,36).

Reperflizyon ile iskemi sirasinda depolanan arasidonik asit, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz yollan ile prostaglandin, tromboksan ve siiperoksit olugumuna neden
olur (Sekil 4) (9). Iskemi sirasinda beyinde, adenin nilkleotitlerin, nukleositler ve

pirin bazlarina dénlstigu bilinmektedir. Adenozin ve hipoksantin seviyeleri hizla
ylkselir. Resirkilasyon ile ksantin oksidaz enzimi, hipoksantini ksantine, sonra da
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treye gevirir. Bu enzimin hizinin reperfiizyonda arttigi bilinmektedir. Ksantin oksidaz
enzimi, hipoksantini ksantine dénisttriirken, molekiler oksijen kullanir ve stiperoksit
ortaya gikmasina neden olur (sekil 4) (23). Artmis hiicre i¢i Ca™ bir proteaz olan
kalpaini aktive eder. Bu enzim, ksantin dehidrogenazdan bir peptit yapinin ayriimasi
ile vaskiiler endotelde ksantin oksidaza déniigmesini saglar. Béylece serbest radikal
yapim artar (8,9).

Reperfiizyon sirasinda siperoksit radikalinin etkisi ile beyinde ferritin ve
transferrin halinde bulunan demir serbestlesmekte ve katalitik etkisi ile hidroksil
radikali olugsmaktadir. Bu radikaller de hiicre hasarina yol agmaktadir. Yaptlan
caligmalar sonucu iskemi ve reperfiizyon ile beyaz kurelerin iskemik dokuya gegtigi
goézlenmistir. Endotel hiicrelerinin, serbest radikal hasarindan en gok etkilenen béige
oldugu disinilmektedir (35).

Yapilan iskemi-reperfiizyon modellerinde, kan akiminin geri dénme slresine
gbre hiicrelerin kurtarilip, kurtarilamayacagi gériiimek istenmigtir. Sonug olarak 15
dk’lik iskemi ile, norolojik ve histolojik bulgu gériiimezken iskemi siiresi 30 dakikaya
cikanldiginda subkortikal lezyon tespit edilebilmektedir (35-38 ).

Hayvan deneylerinde kedi ve maymuniarda 4-8 saatlik iskemi sonrasi tam

oklizyona baglh enfarkt elde edilirken, siganlar igin bu strenin 3 saat kadar oldugu
gbézlenmigtir (37,38).

1.3 EKSITOTOKSISITE

1.3.1 Glutamat eksitotoksisitesi

llk olarak 1969 yilinda Olney ve Sharp, eksitatér bir amino asit olan
glutamatin, noéronlar zerinde toksik etki olugturabilecegini o6ne stirerek
eksitotoksisite kavramini tanimlamiglardir(39). In-vivo ve in-vitro yapilan deneyler
sonucu, fazla miktarlarda eksitatér amino asit ve analoglarinin nérodejenerasyona
neden oldugu bilinmektedir(6,10,40,41). Serebral iskemi sirasinda glutamat ve
aspartatin, ekstraselliler seviyelerinin yiiksek bulunmasi, iskemi sirasinda
eksitotoksisitenin 6énemii olacagini dusindirmustir(42). Bunu takip eden
qallgmalarda ise N-metil-D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA tipi glutamat resept6r

inin, enfarkt hacmini azaittikiari saptanmistir (6,43,44,45). Bdylece,
eksitotoksisitenin serebral iskemide rolii olabilecegi saptanmigtir .
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Na* iletkenliginin aktivasyonundan dolayi olusan presinaptik depolarizasyon,
sinir terminallerine ulagtiginda, voltaja duyarll Ca** kanallarindan (VSCC) Ca** girisi,
EAA’lerin salinmasina sebep olmaktadir. Postsinaptik membranlarin dendtrit ve

somalarinda baslica, T ve L tipi kanallar bulunurken, VSCC muhtemelen N tipi
kanallari icermektedir (Sekil 3) (6,7,46).

Ca2t

Glulatnal

N\

Kt
-
ca?, Na* t" m

cl Cut

NMDA

RERRE

=

2]

Sekil 3: Pre- ve postsinaptik iyon kanallarinin gematik
olarak gbsterilmesi.

Bununia birlikte, EAA’'ler, Na* gradient ve membran potansiyeliyle
ybnlendirilen, elektrojenik 2Na* / Glutamat™ kotransportuyla Ca** girisinden bagimsiz
olarak da salinabilmektedir. Eger iskemide oldugu gibi, Na* gradienti bozulur ve
membran depolarize olursa, EAA’lerin salinimi katalizlenir (6).

Glutamat reseptorleriyle, iyon kanallannin uyariimasini izleyerek, postsinaptik
membrandan Na* girisi meydana gelir. EAA'ler, agonistlerine bagh olarak 5
kategoride siniflandinlir.Bunlar; ylksek ve daguk affiniteli kainat, amino -3-hidroksi -
5- metil -4- isoazol propiyonik asit (AMPA), N-metil-D-aspartat (NMDA) ve kiskalat
reseptorleridir. Bunlardan ilk 4'G iyon kanallan araciliiyla etki ettiklerinden
iyonotropiktir (6,7).

Glutamat, presinaptik sinir uglanndan salindiinda AMPA ve NMDA
reseptorlerinin ikisini iks bir agonisttir. AMPA reseptori Na*, Krve
olasilikla da H* katyon kanallarina baglanarak etkisini gésterir. Na*un hticre igine
girmesi depolarizasyona neden olur. Glutamat reseptér kapilarimin alt tipi olan
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NMDA, monovalan katyon ve kalsiyumun her ikisine de gegirgendir. Kanal normalde
Mg*™ ile kapatilmigtir, fakat membranin depolarizasyonuyla bu blokajdan kurtulur
(47,48,49). AMPA reseptdr bagimh kanallar yoluyla Na* girigi depolarizasyona sebep
olur, béylece NMDA kanallan yoluyla kalsiyum girigini saglar. Na* girigiyle meydana
gelen depolarizasyon, L ve T tipi VSCC'ler arasindan Ca™ girigini saglar. Buna ilave
giris yolu 3Na*/Ca*™ degistiricisidir. Boylece Na* gradienti ve/veya depolarizasyonun
azalmas! Ca™ girisini kapatan degistirciyi tersine gevirebilir. 3Na*/Ca*™ degisimini
tersine gevirmek icin gereksinim duyulan Na* gradientindeki azalma intraselliler
asidoz ile uyarilan Na*/H* degisiminin sonucu olabilecegini dugiindirmektedir.
Kisacasi, glutamat reseptorlerinin aktivasyonu multiple kalsiyum iletimi zerinden
etkisini gosterirr EAA’lerin salinimi ve iyonotropik glutamat reseptérierinin
aktiflesmesi bir gok iyona kargi membran gegirgenliginin artigina sebep olur (6,7,50).

Reseptérierin glutamat ile aktivasyonunu igeren eksitator olaylar, Ca*™ girigi
izler. Eksitatér olaylarin sonlandiriimasi ve EAA’lerin geri alinmasi, inhibitér
mekanizmalarla saglanir. Hiperpolarize membrana dikkat edildijinde, inhibisyon
baglica iyon akigl ile saglanir. Genelde K* veya CI iletiminin aktivasyonunu
inhibisyon izler. Bu CI™ iletimideki artig, membran potansiyelinin normal degerlere
kadar kapanmasina sebep olurken, K" g¢ikisi da membranlan hiperpolarize
yapmaktadir. Inhibitdr kontroliin K* iletiminin aktivasyonuyla oldugu gértilmektedir.
Once K*' kanallan agilir ve pozitif iyon yiikii hiicreyi terk eder ve membran
hiperpolarize olur (51).

Eksitatér amino asitler ve bunlann analoglan, NMDA ve non-NMDA
reseptorlerini aktive ederek hiicre icine sodyum, kloriir iyonlari ve su girmesi ile hizli
sismeye neden olmaktadir(8,20). Gecikmis hiicre 6liml ise NMDA reseptdrlerinin
asir uyariimasi ve buna bagl ortaya gikan Ca™ akisl ile olmaktadir(52). Glutamata
kisa fakat yojun maruz kalinmasi, NMDA reseptorierine bagh mekanizmalar ile
gecikmis hiicre 8limine neden olur (53).Fosfolipaz A, ve kalpain gibi Ca*™ 'a bagli
enzimlerin aktivasyonu ve serbest radikal Gretimi de bu siiregte rol alir (9,31,54,55).
Intraselliler Ca** 'un genel artigi, her zaman hiicre 8limiine neden olmadig igin,
NMDA reseptorieri cevresinde lokalize artiglann, nitrik oksit sentatazin agin
uyariimasina neden oldugu ve béylece olimcll olaylarnn tetiklendigi
dustntimektedir (55). NMDA'a bagl néronal toksisitenin, kismen NOS inhibitérieri

ile bloke edilmesi ve ndéronal NOS ekspresyonu olmayan néronlarin NMDA
toksisitesine daha dayanikh olmalan ise bu gériist desteklemektedir (56,57).
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NMDA'ya bagh hiicre o&luminiin tersine: alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonik asit (AMPA) / Kainat (non NMDA) reseptorlerinin néron
6limiine neden olabilmesi igin uzun siire uyariimasi gerekmektedir (58). Bu siiregte
AMPA / Kainate'a bagh- Ca** kanallan aracilii ile hicre icine giren Ca™ rol
oynayabilir (10,60). Iskemi sirasinda artan asidite, NMDA reseptér agir uyarilimini
inhibe ederken, iskemi sonucu olusan depolarizasyon NMDA reseptor
aktivasyonunu artinr (59). In-vivo ve in-vitro iskemi sirasinda NMDA akimlarinin
hizla kayboldugu gosterilmistir (61). Ancak NMDA reseptérierinin inaktif hale
gegmeden o6nce, artmis giutamata maruz kalmalari, enerji yoksunlugu olan bu
ortamda, hiicre Olimiine neden olan olaylar baglatmaya yeterli olabilmektedir.
Bununla birlikte penumbra bélgesinde NMDA reseptoérlerinin uyariima siiresi daha
uzundur (62,63). Hayvan modellerinde yaptlan deneylerde, NMDA tip reseptér
antagonistlerinin ve Ca** kanal blokerlerinin, bu nedenle iskemik doku miktarini
azalthig dastniimektedir. Ancak bu maddeler asiditenin fazla oldugu global iskemi
modellerinde daha az etkili oimuslardir (64,65). Tum bunlar penumbra bdlgesinde
eksitotoksik hasarin 6nemini ortaya koymustur. Son zamanlarda perienfarkt
bélgelerde ortaya c¢ikan tekrarlayict "spreading depresyonun”, dokulan sistemli
eksitotoksik strese maruz birakabilecedi 6ne surllmustlir (63). Cok kisa streli
glutamata maruz kalmanin, hiicre élimiine neden olan olaylari baglatmasi nedeni ile
reseptér antagonistleri yerine, reseptér baglanmasini takiben ortaya c¢ikan olaylan
bloke eden ajanlarin daha etkili olabilecedi digtnulebilir.

1.3.2. Ca** Sitotoksisitesi

Hucre igine kalsiyum giriginin artigina kargin  ¢ikisinin azalmasi, selliller
Ca** homeostazisinin bozuldugunu géstermektedir. Iskemi sirasinda hiicredeki
enerji tlikendiginden sitoplazmada ve mitokondride agin miktarda kalsiyum
birikmektedir ve kalsiyumun toksik etkisini gdstermesine sebep olmaktadir (9,64).
Iskemi sirasinda intraselliiler Ca™ 100nM'dan 30uM'a kadar yiikselir (66,67).

Fizyolojik kogullarda hticre iginde biriken fazla Ca** digar atilarak ya da hiicre
icinde depolanarak tolere edilir. Ancak iskemi sirasinda enerji eksikliji nedeniyle
pompalar ve depolama mekanizmalan iflas eder ve artan Ca™ seviyesi
fosfolipazlari, proteazlar, endontiikleazlarn aktive ederek, serbest radikal ve serbest

yag asitlerininin olusumunu artirir ve hiicre 6limina tetikler (10,23,31,54,64,68).
Serbest radikal tretimi ise Ca™ depolamasini engelleyerek bir kisir déngllye neden
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olur. Yine Ca™un mitokondrial zardan artan giris ve ¢ikigi enerji azliinda, sinirda
olan mitokondrial fonksiyonlarin daha gok bozulmasina ve serbest radikal tiretiminde
artisga neden olmaktadir (69). Vaskiller diiz kaslara Ca** girigi vazokonstriktér
prostanoidlere ilave etki yaparak, reperfiizyon sirasinda kan akimini dagarir (10).
Sekil 4' de, asfiksi sonrasi beyin hasarinda Ca*" iyon intoksikasyonunun ategledigi
cesitli mekanizmalar gosterilmistir (5,10,70).

Salinim ATP

Alinim § v \
HIPOKSI Adenozin Membran Lipitleri

ISKEMI Ca* Ca*!
/ L Fo\sl*oh;rﬁ7 l

EAN XD |HX

I AN

OKSIJENLENME
REPERFUZYON ¢
| Asiri Noronal Uyariima]

v
ILipit Peroksidasyon Membran Hasari|

v

Vazokonstruksiyon Iskemisi

v
| ISekonder iskemij —

Hicre 6lUma

Sekil 4: Sekonder néronal 6limin etkilesim mekanizmasi. EAA: Eksitator
Amino asit. HX: Hipoksantin. AA: Aragidonik asit. OSR: Oksijenden olugan serbest

inler. XD ve XO: Ksantin dehidrogenaz ve oksidaz.
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1.3.3 Asidoz

Glikoliz ve oksidatif fosforilasyon arasindaki dengesizlik, iskemi sirasinda
intraselliler ve ekstraselliler pH'daki azalmanin en biylk nedenidir. Aerobik
sartlarda glikoz, enzimatik basamaklar serisiyle 2 M pirtivata yikilir. Bu reaksiyoniar
sirasinda nikotinamid adenin diniikleotid’'in okside sekli azalir. 2M ADP ve
intrasellliler fosforlar 2M ATP olugtururlar. Oksijenin varliginda, pirtvat ilk olarak
pirivat dehidrogenaz ile metabolize olur ve daha sonra bir seri mitokondrial
reaksiyon sonucu 36 Mol ATP ile CO, (ve H20) olusturur. Bu, hiicreye maksimum
ATP kazandirir (9).

Hipoksi/ iskemi, purivatin oksidasyonunu engeller, geciktirir ve laktata
rediiksiyonuna neden olur. Glikoliz sirasinda yapilan 2 ATP, ADP ve intrasellller
fosforlara hidrolize oldugunda, 1M glikozun aneorobik metabolizmasi sonucu laktat
ve H"nin her birinden ikiser molar olugmasina neden olur. Aerobik-aneorobik
glukolizin dezavantaji ATP Uretiminin azalmasi ve hiicrenin asidik bir hal almasidir (
71,72 ).

Asidozun siddeti, iskemi 6ncesi plazma glikoz konsantrasyonuna baghdir (9).
Tam veya tama yakin global veya 6n beyin iskemisinde, intraselliiler pH 6.2-6.4
degerine kadar diser (71,72,73) Bu disme, hiperglisemik sicanlarda daha
fazladir(73). Orta serebral arter (OCA) okliizyonundan dolayl olusan iskemide,
asidozun derecesinin daha az oldugu bildiriimistir. Fakat kan akiginin az oldugu
lezyonun merkezinde, asidozun derecesi daha fazladir (74). Laktik asidozun
siddetinin belilenmesi, iki faktdriin kontrolti altindadir. Bunlar; ATP bozuklugunun
derecesi ve ortamda karbonhidrat substratinin bulunmasidir. Kan akiminin azaldigi
iskemide, glikoz saglanmasi laktik asit dretimi igin siniridir; eger hiperglisemi ile
glikoz saglanmasi artarsa, asidoz da artmaktadir. Bununla birlikte, diger énemli
belirleyici hiicrenin ATP konsantrasyonudur (9,75).

1.3.4 Dopamin ve serotonin eksitotoksisitesi

Iskemi esnasinda, glutamatin yanisira birgok nérotransmitter daha sinaptik
aralia salinmakta ve temelde ayni yolaklar (izerinden =zararlayici etki
gostermektedirler (76,77,78).
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Son zamanlarda yapilan galigmalar, 6zellikle monoaminlerin bu stregteki
roliine dedinmis ve iskemik hasarlanmada muitiple eksitotoksisiteyi tekrar giindeme
getirmistir (78,79). Globus ve arkadaslari, iskemi esnasinda glutamatin 7 kat,
dopaminin ise 500 kat oraninda sinaptik araliga salindigini géstermislerdir (80). Yine
dier yapilan mikrodializ galigmalan da glutamatin ve dopaminin yanisira, basta
serotonin olmak lzere  adenozine, gammaaminobutirik asit, dopamin, glisine,
norepinephrine ve 5-hydroksitriptamine(SHTA) gibi birgok dijer nérétransmitterin
belirgin oranda arttiklarina igaret etmigtir (80,81-86). Serotonin reseptérierinin birgok
alt subtipi beyin parankiminde ve damarlarinda yaygin bir dagilim géstermektedirler
(87).

Iskemi esnasinda bagta dorsal hippokampus ve dorsolateral striatum olmak
Uzere, anlamli miktarlarda salinan serotonin gerek beyin parankimi tizerinden bagta
glutamatin postsinaptik eksitatdr etkilerini module etmek suretiyle, gerekse
damarlar Gzerindeki direkt konstriktor etkisi ile iskemik hasarlanmayi artinci etki
gbstermektedir (88-91,92,93).

Bir bagka deneysel galismada, serotoninin motor néronlari eksite edici
etkisini gosterilmis ayrica neokortekste diger eksitatdr nérotransmitterlerin etkilerini
arttirdigina iligkin veri desteklenmisgtir (94).

Diger bir elektrofizyolojik caligmada ise; 5HT ‘in 5HT2\1¢,5HT3 yada 5HT4
reseptérleri araciig: ile néronlan depolarize edebildigini, fakat 5HT1a reseptér
aktivasyonunun noronal hiperpolarizasyona yol aghigini gostermigtir (95).
Serotoninin etkilerini bloke etmeye yonelik reseptér antagonistleri ile yapilan
caligmalar, bu konuya agiklik getirmis ve serotoninin 5HT2 reseptorleri Gzerinden
gosterdidi vazomotor etkisinin bloke edilmesi, néroproteksiyon sagladidi gibi, 5HT 1
reseptorleri Uzerinden gdsterilen presinaptik glutamaterjik inhibitor etkinin de,
spesifik SHT 1 antagonistieri ile blokaji néroprotektif etkiyi ortadan kaldirmigtir
(91,96-98). Yine yapilan galigmalarda, elektrofizyolojik ¢aligmalarla uyumlu olarak,
5HT 3 reseptdrlerinin stimile ediimesinin iskemiyi arttirici edici etki géstermesi ve
bu etkinin spesifik antagonistlerle engellenebilmesi, 5SHT 3 antagonistlerinin direkt
noroprotektif etkisi oldugu gériigiint desteklemistir (99).

Iskemi esnasinda bir diger salinan 6nemli nérotransmitter de dopamindir
(80,81,88,100,101).0zellikle serebral korteks  striatum ve hippokampus gibi

bélgelerde artan dopamin, iskemiyi direkt arttinci etkisi yanisira, transient iskemik
atag: irreversible norolojik hasara kadar gétiirebilecek nérobiyolojik mekanizmalan
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tetikleyebilmektedir (102,103). Yine yapilan ¢aligmalarda, iskemiden énce dopamin
iceren néronlarin destrilksiyonu sonucunda iskemik hasar belirgin olarak azaltilmigtir
(89,91). Iskemi esnasinda agirl miktarda salinan bu monoaminlerin metabolitlerinin,
nérotoksik etki yanisira, kendilerinin glutamaterjik sistem Gzerinden olan etkileri ile
néronlari apoptoz ve\veya nekroza gétirdaga éne sariilmastur (103). Merkezi sinir
sisteminde  o6zellikle iskemiye hassas olan bélgelerde, yogun dopaminerjik
innervasyonun olmasi, bu bélgedeki reseptér subtiplerinin spesifik antagonistlerie
bloklajinin, iskemi (zerine olan etkisini arastirmaya agmistir (104). D1
reseptdrlerinin stimulasyonu ile, iskemiyi agreve edici etki, antagonistlerle ortadan
kaldirilabilirken (105), D2-D3 reseptdrlerinin stimulasyonu ise direkt protektif etki
gostermigtir (106-109).Bu protektif etki, serotonin reseptérlerinde oldugu gibi
presinaptik glutamaterjik inhibisyona baglidir ki, bu etki yine spesifik D2 —D3
reseptor antagonistleri ile ortadan kaldiriimigtir.

Atipik antipsikotik ajanlar son zamanlarda klinik pskiyatride gittikge kullanim
alani artan ve o6zellikle degisik nérotransmitterler Gzerinden goésterdikleri etkileri
nedeniyle, sizofreni hastaliginin negatif semptomlarinin ve kognitif disfonksiyonunun
giderilmesi igin kullanilan ajanlardir (110). Ozellikle diger antipsikotiklere gére daha
az motor yan etki profili, farkh dopamin ve serotonin reseptdr alt tipleri Gzerinden
gosterdikleri etkileri nedeniyle diger antipsikotiklerden ayrilirlar (111-114)(Tablo 1 ).
Ozellikle son zamanlarda olanzapin ve risperidonun, erken ve uzun sire
kullanminin daha iyi klinik sonuglarla korelasyon gosterdigi bilinmektedir
(115,116,117).

Olanzapin, thienobenzodiazepine derivesi olan yeni bir antipsikotik ajandir.
Invitro ve invivo galigmalar, olanzapinin &zellikle serotonin (5-HT2), dopamine
(D1/D2/D4), muskarinik (m1—-m5), adrenerjik (a1), ve histamine (H1) reseptdrieri
Uzerinden etki gdésterdigini desteklemistir. Ozellikle D1,D2 ve 5HT2 reseptérieri
Uzerine gugli antagonistik etki gdsteren olanzapinin,histamin ve muskarinik
reseptérler izerine olan etkisi de oldukg¢a gugludir (114). Yanlanma émri  saghkh
insanlarda ortalama 33 saat olmakla birlikte, fare ve maymunlarda 3 saattir
(113,118).
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Olanzapin Risperidon

Reseptor afinitesi
D; 2+ 2+
D, 2+ 2+
5HT, 0 1+
5HT, 2+ 3+

a4 adrenoceptor 2+ 3+

o adrenoceptor 1+ | 3+
Hq 3+ 1+
M, 3+ 0

Diger karakteristikler | Belirgin D3, D4, 5HT3, 5HTg | Yiiksek dozlarda
ekstrapramidal sendrom

Yan etkiler Agiz kurulugu, bulanti, kilo | Hipotansiyon, sedasyon,
alimi prolaktin artig
Doz araligi (mg/giin) 7.5-20 300-900

Tablo 1:0lanzapin ve Risperidonun farkli reseptor affiniteleri ve diger
karakteristik 6zellikleri ile baslica yan etkileri

Risperidon ise benzisoxazol derivesi olan 2.kusak yeni antipsikotik bir ajandir.
Serotonin (5-hydroxytryptamine) 5-HT2 ve dopamine D2 reseptdrleri Gzerine
gosterdikleri potent antagonist etki yanisira, seratonin 5 HT 1c ,1d,1a ve dopamine
D1 reseptor subtipleriile serotonin 5 HT 1b , 5 HT3, B adrenerjik, muskarinik ve
peptiderjik reseptorier lizerine de relatif diigtk affiniteleri mevcuttur. Temel etkisini
kendisi ve ana metaboliti olan 9 — OH Risperidon aracilifi ile géstermektedir.
Plasma yarilanma 6mrii insanlarda Risperidon igin 3 saat olmakla birlikte, 9 OH
risperidon igin 23 ile 30 saat arasinda dedigsmektedir. Bu deder farelerde ortalama 30
dakika ile 3 saat arasindadir (112).

Her iki ajan da oldukea lipofilik olup oral veya intraperitoneal uygulanimi

takiben 1-2 saat igerisinde plazma pik konsantrasyonlarina ulagabilmektedirier
(112,113).
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Beyinde, ézellikle striatum ve frontal korteks gibi bolgelerde dagihm gosteren
(119) bu ajanlarin, beyindeki eliminasyon yarilanma émiirleri, plazma émriintin
yaklagik 3 -5 kati arasinda degigmektedir. Bu iki ajanin bir diger ilging 6zelligi, SHT
1a reseptorlerine gbsterdikleri selektif agonist etki nedeniyle kortikal dopamin ve
serotonin diizeylerini anlamli gekilde degistirebilmeleridir ki zaten bu ézellikleri
psikozlara bagh kognitif yikimin tedavisinde temel etki basamaklarindan birisini
olusturmaktadir (110).

Sonug olarak her iki ajan da, reseptorier izerine gosterdikleri farkl agonist-
antagonist etki ve daha az yan etki profili sebebiyle psikiyatride tercih edilen
ajanlardir. Ozellikle son zamanlarda erken ve uzun sireli kullanimlarinin daha iyi
klinik sonuglar vermesi tizerine bu iki ilacin, olasi néroprotektif etkileri gindeme
gelmigtir.

Iskemi patofizyolojisinde, yukarida adi gegen birgok nérotransmitterin, survey
Uzerine anlaml etkisi olmasi ve yine bu ajanlann iskemi igcin oldukga hassas
diyebilecegimiz resepttr subtipleri ile iskemik hasarin geligimi agisindan oldukga
kritik bir zaman diliminde etkilegime girebiimeleri, bu konuda birgok molekuler

calisgmanin yapilmasina temel tegkil etmistir.
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2.MATERYAL VE METOT
2.1. Deney Hayvanian ve Gruplari

Bu calismada, Géttingen Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan aragtirma ve
Gelistirme Merkezinden temin edilen 21-25 gram agirhginda toplam 39 adet
C57BL/6] erkek fare kullanildi. Fareler Gizerindeki deneysel galigmalar, Géttingen
Universitesi Tip Fakiiltesi ve Max Planck Enstitlisiiniin Molekiler Nérobiyoloji
Laboratuvarinda yapildi. Fareler deney éncesinde 18- 21 °C oda sicakhg) ve ditrnal
isik sartlarinda (12 saat karanhk ve 12 saat aydinlik) tutuldular. Fareler, deney
yapiimadan bir gece 6nce, su igmelerine izin verilerek a¢ birakildilar. Farelere
deneysel islemin uygulanmasi, bakimlart ve barindiriimalan enstiti kurallarina
uygun bir sekilde yapildi.

Caligmada kullanilan fareler 5 gruba ayrildi.

Tam gruptaki farelere kalici fokal serebral iskemi uygulandi. Fareler %1
halothan (%30 02,%70 N20) ile anesteziye edildi ve 24 saat fokal serebral iskemi
uygulandi.

1. Grup (A): ( n=10, kontrol madde verilen grup): Bu gruptaki fokal kalic
serebral iskemi uygulanan farelere kontrol madde intraperitoneal yolla verildi.

2. Grup (B): (n=9, Olanzapine 0,1 mg/kg): Bu gruptaki farelere, iskeminin
1.dakikasinda 0,1 mg/ kg dozunda olanzapin intraperitoneal yolla verildi.

3. Grup (C): (n=8, Risperidon 0,1 mg/kg): Bu gruptaki farelere, iskeminin
1.dakikasinda 0,1 mg/ kg dozunda risperidon intraperitoneal yolla verildi.

4. Grup (D): (n=6, Olanzapin 10 mg/kg): Bu gruptaki farelere, iskeminin
1.dakikasinda 10 mg /kg dozunda olanzapin intraperitoneal yolla verildi.

5. Grup (E): (n=6, Risperidon10mg/ kg): Bu gruptaki farelere, iskeminin

1.dakikasinda 10 mg /kg dozunda risperidon intraperitoneal verildi.
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Risperidon ve olanzapin . ( Johnson & Johnson ve Lilly Pharmaceutical
Research & Development) 0,1 mg/ml olacak sekilde, saf g¢ozllerek stok soliisyon
haline getirildi. Az miktarlarda hazirlanan stoklar deneylerin yapildig siire boyunca
1sik almayacak sekilde 4 °C'de saklandi. Cézeltiler, uygulama éncesi, %0.9 NaCl ile
sulandirifarak hazirlandi. Gruplara ayni hacim ve ayni konsantrasyonda eritici olarak
kulianilan minimal miktarda laktik asid verildi (51 ).

2.2. Kalici Fokal Serebral iskemi Modeli

Anestezik olarak bitiin deneyler sirasinda %1 halothan (%30 02,%70 N20)
kullanildi. Deneyler sirasinda fareler spontan solunumlarina devam ettiler. Rektal
sicaklik homeotermik battaniye kontrol tinitesi (Harvard Apparatus) vasitasiyla 36.5-
37.5 °C arasinda edilerek sabit tutuldu.

Sag OCA'in proksimal oklizyonu, intraluminal filaman yo6ntemiyle 6nceden
belirlendigi gibi gerceklestirildi. Deney hayvanlari sirt {istii pozisyonda yatirilarak,
boynun ortasindan agilan insizyondan girilerek, paratrakeal kaslann disseksiyonu ile
sag arteria karotis kommunis, karotid bifurkasyon ve internal karotid arter (ICA)
ortaya cikarildi. Eksternal karotid arter (ECA) 1 mm distalden ve arteria karotis
kommunis (CCA) 3 mm proksimalden 5-0 ipek situr ile baglandi ve OCA'in
tikanmasi amaciyla ilerletilecek ipin yanhs yéne gitmesini 6nlemek igin 6-0'lik ipekle
pterigopalatin arter baglandi ve bifurkasyonun 1 mm proksimaline 5-0'lik ipek sttur
lumeni kapatmayacak sekilde gevsek olarak yerlestiriidi. ICA’e konulan bir
mikrovaskiler klipten (Zen temporan klip, Ohwa Tsusho Co., Lid.) sonra,
bifurkasyonun 2 mm proksimaline mikro makas ile kiigiik bir insizyon yapildi. 20 mm
uzunlugundaki 4-0’lik prolenin ucu ateste kutlestirilip, 5 mm’lik ug kismi cyanocrylate
yapigtiricisi ile, (Patex) ¢capt 0.40 mm olacak sekilde kalinlagtirilarak hazirlandi.
Naylon filamen, agilan insizyondan damar iginde mikrovaskuler klibe kadar ilerletildi.
Bu arada kanamayi dnlemek igin gevsek olarak konulan ipek sutur sikigtinldi. Daha
sonra ICA'deki mikrovaskiler klip kaldinlp, filaman orta serebral arter (OCA) orjinini
gecip anterior serebral arterde hafifge bir rezistans hissedilinceye kadar
bifurkasyondan itibaren ortalama 17 mm ilerletildi. BOylece internal karotid ve
anterior serebral arterden gelen kan akimi 6nlenerek OCA sahasinda enfarkt

meydana getirildi (Sekil 5 ve 6 ). 24 saat iskemi sonrasinda fareler dekapite edilerek
beyinleri zaman kaybedilmeden cikanidi.
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2.3. Serebral Kan Akimi Olgiimii

Fareler sterotaksik cihaza yerlestirildikten sonra, bregmanin 2 mm posterior
ve 6 mm lateraline digg¢i turu ile bir hol agildiktan sonra laser-doppler akim &lgerin
(PF-318 of PeriFlux PF 2B,Perimed, Jarfalla, Sweden) probu dura materin Gzerinde
avaskiler bir bdlgeye yerlestirildi. Iskemi uygulamasinin 10 dakika &ncesinden
baglanilarak, 30.dakikasina kadar bolgesel beyin kan akimi degisiklikleri
kaydedildi.(Tablo 2, Sekil 5)

2.4. Enfarkt Alaninin Gosterilmesi

Iskemi olusturulduktan 24 saat sonra siganiar, dekapite edilip beyinleri hizla
cikartilarak buzlu serum fizyolojik igcinde 5 dakika bekletildi. Frontal kutuptan
baglayarak, 2 mm kalinhginda 7 kesit elde edildi. Serum fizyolojik ile 2, 3, 5, trifenil
tetrazolium klorid monohidrat (TTC) %2'lik sollisyon haline getirildi. Beyin kesitleri
oda sicakliginda, 30 dakika %2’lik TTC solisyonu iginde inkube edildi. TTC
boyamasi canli mitokondriler tarafindan alinip indirgenme esasina dayandidi igin
(mitokondrial solunum zincirinde dehidrogenazlar tarafindan indirgenir) hizla
cikarilan beyin kesitlerinde enfarktl doku, normal dokudan ayirt edilebilmektedir.
Normal beyin dokusunun koyu kirmizi renge boyanmasi ile enfarkt alaninin sinirlari
tespit edildi. Kesitler daha sonra %10’luk formaldehit icinde gérintiileri alinincaya
kadar saklandi.

2.5. Enfarkt Alaninin Hesaplanmasi

TTC ile boyanmig beyin kesitlerinin video kamera (Sony) ile goérintileri
alinarak, goérinti analiz sistemine (NIH image Analyzer) aktaridi. Bilgisayar
ortaminda image analyzernn alan hesaplama iglemcisi ile infarkt ve sadlam doku
sinirlan dikkatli bir gekilde cizildikten sonra yine bu iglemci ile toplam hemisfer
alanlari hesaplandi. Enfarkt alani ise direkt sinirlar igine alinip 8igliimek yerine,
kontrolateral hemisferin toplam alanindan, ipsilateral normal boyanan alan
cikanlarak hesaplandi. Boylece enfarkt alani hesabinda, 8demin etkisi en aza

indirilmis oldu. Daha sonra alanlarin herbiri kesit kalinlifi olan 2 mm ile garpilip,
toplanarak hacim hesabi yapiidi
(37,38 ).



2.6. Sistemik Kan Basinci

Nérolojik muayene sonuglarini daha az etkilemesi nedeniyle, kan basinci
kayitlarinda, kuyruk arterinin kateterizasyonu yolunu segildi. Fareler ventral taraflar
Uste gelecek sekilde yatinlip sabitlestirildikten sonra, operasyon mikroskobu altinda
kuyrugun vicutla birlegme yerinin 0.5 cm uzakliinda kalacak sekilde, ventral orta
hatta 1cm’lik bir insizyon yapildi. Deri altindaki ventral orta hatta bulunan kuyruk
arterine ulagilincaya kadar, kaslar gok dikkatli bir sekilde ayrildi. Kuyruk arteri
etrafindaki dokulardan ayrildiktan sonra, proksimaline bir mikro klips, distal tarafina
5-0 ipekle bir ligatir kondu. Kuyruk arteri etrafina 5-0'lik bir ipek ligatir gevsek
olarak yerlestirildi. Distale konan ligatir ile yaklagik 0.75 cm uzagindaki klips
arasina, mikrocerrahi makasiyla bir kesit yapildi ve PE 10 kateter bu ensizyondan
klipse kadar ilerletildi. Daha 6nceden arterin altindan gegirilmis olan ipek, kateter ve
arter duvarini birlikte alacak sekilde baglandi ve iskeminin 10 dakika éncesinden
baglanarak postiskeminin 20. dakikasina kadar kan basinci kayitlari yapildi.

2.7. Fizyolojik Kan Degerleri

Farelerden, kan gazlan ( PaO,, PaCO,) ve pH tayinleri icin, iskeminin 1.
saatinde, heparinli hemotokrit tipa ile kuyruk arterinden kan érnekleri alindi ve
hemen laboratuvarda degerlendirildi.

Hematokrit oranlarinin belirlenmesi amaciyla, heparinize kapiller tGplere
iskeminin 1. saatinde alinan numuneler, mikro santrifiij cihazinda 10000 devirde 5
dakika santrifilj edilerek, hematokrit skalasinda birim degerler direkt olarak okundu.

2.8. istatistik Metodlar
Bolgesel kan akimi (rCBF) ve enfarkt hacmi analizi ( ANOVA, Statview 4.5)
ve post- hoc analizi Fisher'in Protected Least- Significant Difference test (PLSD)'
inin kullaniimasiyla yapiidi.
P<0.05 degerleri anlamli olarak de§erlendirildi. Ortalama degerler standart
deviasyonlanyla verildi.




3. BULGULAR

3.1.Fizyolojik Parametreler

Tam gruplarda, iskeminin 10 dakika 6ncesinden baslanarak postiskeminin 20.
dakikasina kadar sistemik kan basinglar ve orta serebral arter bolgesindeki beyin
kan akigi (rCBF) de§erleri monitorize edildi (Sekil 5,Tablo 2).

Ortalama arteriyel kan basinci (OAKB) degerlerinin elde ediimesinde, OAKB=
(2 x Diastolik basing + Sistolik basing)/ 3 formilu kullanildi. Kontrol madde verilen
farelerin arteriyel kan basinglar, calisma gruplardakinden istirahat ve iskemi
asamalarini igeren deney sirasinda hafifge dislk olmasina ragmen, deney gruplan
arasinda istatistiksel agidan bir farkhlik bulunmadi. Arteriyel kan gazlarn, pH ve
hematokrit degerlerinde, deney gruplari arasinda énemli bir farklilik bulunmadi.

. Laser Doppler-Olgimi
120 1

a6 4 @+ Kontrol

W ~ i~ Risperidon 0.1mg/Kg
“1 i~ Olanzapin 0/1mg/Kg

Sekil 5: Laser doppler akim 6lger ile iskeminin kor bélgesi olan
parietotemporal korteksten &igllen kan akimint permanent iskemi sirasindaki %
olarak semasi




Preiskemi | Postiskemi
Kullanilan ilac LDF LDF .
degeri degeri

Kontrol 1 120 8
Kontrol 2 100 16
Kontrol 3 180 18
Kontrol 4 176 20
Kontrol 5 167 17
Kontrol 6 134 13
Kontrol 7 122 12
Kontrol 8 100 20
Kontrol 9 30 2
Kontrol 10 123 10
Risperidon 0,1 mg/kg-1 90 10
Risperidon 0,1 mg/kg-2 50 3
Risperidon 0,1 mg/kg-3 34 7
Risperidon 0,1 mg/kg-4 135 20
Risperidon 0,1 mg/kg-5 55 8
Risperidon 0,1 mg/kg-6 61 11
Risperidon 0,1 mg/kg-7 80 8
Risperidon 0,1 mg/kg-8 140 17
Olanzapine 0,1mg/kg-1 62 8
Olanzapine 0,1mg/kg-2 140 10
Olanzapine 0,1mg/kg-3 45 5
Olanzapine 0,1mg/kg-4 56 3
Olanzapine 0,1mg/kg-5 126 10
Olanzapine 0,1mg/kg-6 132 13
Olanzapine 0,1mg/kg-7 120 10
Olanzapine 0,1mg/kg-8 73 5
Olanzapine 0,1mg/kg-9 | 43 2
Risperidon 10 mg/kg-1 40 7
Risperidon 10 mg/kg-2 31 5
Risperidon 10 mg/kg-3 40 8
Risperidon 10 mg/kg-4 56 3 EKS
Risperidon 10 mg/kg-5 100 16 EKS
Risperidon 10 mg/kg-6 145 12 EKS
Risperidon 10 mg/kg-7 67 1 EKS

Tablo 2: Protektif grup ile kontrol grubunun preiskemik(10. dakika) ve
postiskemik (30.dakika) LDF verileri ( LDF:Laser Doppler akimi)




3.2. Enfarkt Hacmi

0.1 mg/kg olanzapin ve risperidon, farelere uygulanan permanent serebral
iskemi sonrasinda, enfarkt hacminde 6nemli bir azaliga sebep oldu. 24 saat OCA
okliizyonu yapilan kontrol farelerde enfarkt hacmi 81,86+16 mm?® iken, olanzapin 0,1
mg/kg yapilan farelerde 47,06 mm>+13, risperidon 0,1 mg/kg verilen farelerde ise
43,56+12 mm® olarak olgtildi. Iskemi yapilmasinin hemen &ncesinde, farelere
0,1mg/kg dozunda olanzapin veya risperidon uygulamasi, kontrol grubu farelerle
karsllagﬁnlabilir derecede enfarkt hacminde azalmaya sebep oldu (p=0,023).
Enfarkt hacimleri, iskemi yapilmasinin hemen sonrasinda risperidon 10 mg/kg
uygulandiginda 40,8+66 iken, 10 mg/kg olanzapin uygulandiginda 81,75+58 mm®
olarak hesaplandi.Risperidon 10 mg/kg verdigimiz farelerin %50 si iskemi sonrasi
12 saat igerisinde risperidonun muhtemel ylksek doz kardiovaskiler kollaps yan
etkisinden dolayi éldiler.Olanzapine 10 mg/kg dozunda ise herhangibir yanetki
gézlenmedi. Bununla birlikte, risperidon ve olanzapinin 0,1 mg /kg’lik degerleri
kontrol gruplu farelerin (81,86+16mm?® ) ortalama enfarkt hacimlerinden istatistiksel
olarak anlamli olacak bir sekilde kiglk oldugu halde (p<0.05), olanzapinin 10
mg/kg degerleri (81,7558 mm® kontrollerden istatistiksel olarak farkl
degildi.(p=0,092) Bunun yanisira risperidon ve olanzapinin protektif dozlari arasinda
istatistiksel olarak anlamii bir fark yoktu (Sekil 7).
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kontrol *risperidone 0,1 mg /kg

olanzapine 10mg/kg *risperidon 10 mg/kg

n 2 mm kalinhginda alinan kesitler

Sekil 6: Tum gruplarda frontal ugtan itibare
gdrlmektedir. Enfarkt alanlari TTC ile boyanmayan beyaz alanlardir.

*anlamli néroproteksiyon(p<0.05)




160 -
140 -
120 1

100 -

mm®

40 -

20 +

Kontrol

Ris-0.1

Infarkt volumileri

Ris-10

Ola-0.1

Ola-10

Sekil 7: Kontrol grubu ve Risperidon ve olanzapin uygulanmis farelerin 24

saat iskemi uygulanmasi sonrasindaki enfarkt hacimleri. x aksisinde géruldtugi gibi

risperidon ve olanzapin 0,1 veya 10 mg/kg dozunda uygulandi. Farelerin kontrol

grubuyla kargilagtiriimasi (ilk dolu siitun).

*: p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu galismada fokal serebral iskemi, orta serebral arterin intraluminal filaman
y6ntemiyle tkanmasi ile olusturuldu. Yéntem, uygulanmasinin kolay olmasi, tekrar
edilebilir sonuglar olusturmasi ve reperfiizyon galigmalarina diger ydéntemlere gére
daha uygun olmasi nedeni ile tercih edildi. Daha 6nceleri orta serebral arterin (OCA)
proksimal veya distalinin mikrovaskdler klip ile tikanmasi ile fokal serebral iskemi
olusturulmasi sikga kullaniimistir. Fakat OCA'den ayrilan damariarin yerlerinin
gosterdigi varyasyonlardan dolayl ve cerrahi yontemin zor olmasi nedeni ile,
intraluminal filaman metodu, pek ¢ok laboratuvar tarafindan tercih edilmektedir.

Bu c¢alismada anestezik olarak  halothan, % 1 Kkonsantrasyonunda
kullaniimigtir.

Beyinde hiperkapniye cevap olarak, kan akiminda artis gézlenmektedir.
Beyine gelen kan miktarinin artmasi ise, kafa i¢i basincin artmasi gibi etki ederek
iskeminin siddetini artinr. Kan pH’sindaki diigme, hayvanlarda kalp aritmisine neden
olmakta ve bunun sonucunda da kalp atim hacminin bozulmasi, beyin iskemisinin
yol actidi hasan daha da agirlagtirmaktadir. Bu galismada, iskeminin 1. saatinde
yapilan kan gazlarn ve kan pH'si 6lgimlerinde gruplar arasinda bir farkliigin
olmamasi, bu parametrelerin enfarkt hacmini etkilemedigini géstermektedir.

Gegici beyin iskemisi sirasinda ve hemen sonrasinda beyin sicakhgindaki
kugtik farkliliklarin norolojik ve néropatolojik bulgularn etkiledigi gosterilmigtir (120).
Busto ve arkadaslarinin yaptigi calismalara gore, beyin sicakligi iskemi sirasinda 33
°C oldugunda, hipokampusun CA1 bolgesinde ve striatumda hafif derecede patolojik
degisiklikler gozlenirken, sicaklik 36 °C de sabit tutuldugunda , néronlarda ciddi
hasar gortimagtiir. Hipotermi doku oksijen tiiketiminin azalmasina, arteriyel oksijen
iceriginin artmasina ve metabolik asidozun azalmasina neden olmaktadir (120,121).
Kontrol sicakliindan 2 °C'lik artis, yiiksek enerjili fosfatlarda fonksiyon bozukluguna
ve asidozun artmasina neden olmaktadir (122). Sicakliyin degdigsmesi; iyon
homeostazisinin saglanmasi, kan beyin bariyerinin gegirgenligi, néronal yapilara
kalsiyumun girmesi, beyin kan akimindaki degisiklikler, trombositlerin
agregasyonunu, noérotransmitterlerin salinimini ve membran lipitlerinin pargalanmasi
gibi sicaklikla iligkili olan fizyolojik parametreleri etkilemektedir (120,123). Beyin

ini, salinimini ve geri alinimini
(reuptake) inhibe etmektedir. Bu nedenle, hipotermi ndorotransmitterlerin veya
reseptorlerin fonksiyonunu degistirerek iskeminin sonuglari Gzerine etkili olmaktadir
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(120). Globus ve arkadaslannin yaptiklarn galisma sonuglarina goére ise, beyin
sicakliinin 36 °C’den 33 °C'ye duslriilmesi ile normalde iskemi sirasinda hiicre
digina gegisi 7 kat artan glutamatin salinimi neredeyse tamamen ortadan kalkmakta;
ayrica dopaminin hiicre digina salinimi %60 oraninda azalmaktadir (124). Yapilan
otoradyografik galigmalar, dereceli hipotermide iskemi sonrasi erken dénemde glikoz
kullaniminin ve kan akiminin arthi§ini géstermistir (125). Bu sonuglar hiperterminin
mobidite ve mortaliteyi artirdigini hipoterminin ise azalttigini ortaya koymaktadir.
Bu nedenle, bu calisgmada fareler anesteziye alindiktan sonra rektal sicaklik
monitorize edilerek homéotermik battaniye kontrol iinitesi ile 36.5- 37.5 °C’de sabit
tutulmustur.

Olanzapin ve risperidone klinik pskiyatride oldukca sik kullanilan ajanlar olup
son zamanlarda néroprotektif etkinligi Uzerinde yapilan galigmalar hizla artmaktadir
(126,127,135,136). Bu galismamizda , insanlarda kullanilan dozlarda kullanilan
olanzapin ve risperidonun akut kullanimda noéroprotektif etkili oldugu
gosterilmigtir.Ozellikle iskeminin dogasindaki dopaminerjk ve serotonerjik
transmitterlerlerin yeri bu galismanin temel dayanagim olugturmaktadir.

Dopamin ve serotonin reseptorleri 6zellikle kortikal ve striatal bdlgelerde
lokalize olup, iskemi esnasinda aktivasyonlari, nérokimyasal yolaklar tizerinden
néronlar destriksiyona ugratmaktadiriar.Bu ajanlarin sinaptik araliktaki dopamin
ve serotonin miktarini  azaltabilme 6zellikleri ile galismamizda go6sterdikleri
néroproteksiyon  bu nérotransmitterlerin glutamatin yaninda iskeminin geligimi ve
prognozu agisindan énemli oldugunu desteklemistir.

Globus ve arkadaglarn yaptiklari galismada dopamin ve serotoninin etkilerini,
bu reseptdrierin farkli subtiplerinin aktivasyonu ile iligkilendirmis, ancak gésterilen
iskemiyi artirici bu etki, yapilan diger caligmalarla da tam anlamiyla ne parankime
ne de vaskiiler yataktaki reseptorierin aktivasyonuna baglanabilmigtir (77-81).Daha
sonra yapilan ¢aligmalar dopamin ve serotoninin iskemi esnasinda en az glutamat
kadar énemli oldugunu fakat gerek salinan miktar gerekse etkilerini gésterdikleri
molekiller kaskadlar agisindan birtakim farkliliklar arzettiklerini - g&stermigtir (84-
88,102-105).

Bilindigi {izere glutamat, temel olarak 2 ana resept6r lzerinden eksitotoksik
etki gésterir. Dopamin ve serotonin farkli reseptdr subtipleri izerinden gésterdikleri
eksitotoksik etki diginda, glutamatin postsinaptik etkilerini de modiile edebilme

6zelliklerine sahiptirler. Dopamin ve serotonin her ikiside tek bagina iskemiyi artirici
etkiye sahiptir.Bu nedenle sinaptik aralikta sadece glutamat seviyelerini azaltan
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ilaglara kiyasla hem dopamin hem serotonin seviyelerini azaltabilme sansina sahip
ilaclar ayri bir 8Snem géstermektedirler.

Son zamanlarda pskiyatride kullanilan yeni kusak antipsikotiklerin etki
mekanizmalanni aydinlatmaya yénelik yapilan ¢aligmalar, bu ilaglarin reseptor
dizeyindeki karmasik etkilerine ilaveten, noroprotektif olduklarini
desteklemektedir.

Wei ve arkadaglan yanisira (126) , Li. ve arkadaslari (127) , olanzapin ve
dier yeni kusak antipsikotiklerle yaptiklari ¢alismada, bu ajanlarin invitro ortamda
48 saat Uzerindeki kullanimlarinda néroprotektif etkili bulmug ve bu etkilerini p75
nérotrofin reseptorleri ve SOD 1’ in mRNA dlizeyinde yaptiklarn degisikliklere bagl
oldugunu saptamislardir.

p75NTR’ leri 75 kDa biyikliginde bir transmembran olup, dejeneratif
proges esnasinda ndronlarin apoptozise gitmesini saglayan, TNF/Fas 6lim ligandi
olarak g6rev yaparlar (128,129).Sizofreni dahil birgok hastalikta, bu reseptérierin
rolil son yillarda 6nem kazanirken, beyin travmasini takiben matiir SSS hiicrelerinde
bu reseptdrierin genetik dlizeyde up regiile olduklari ve apoptosis ile dogrudan iligki
icerisinde olduklarn saptanmigtir (130-132).

Rabizadeh ve arkadaslarn yaptiklan ¢alismada, invitro ortamda PC12
hucrelerinde serum yoksunlugunu takiben, bu reseptorlerin spesifik antikorlar ile
blokajinin néroprotektif oldugunu géstermiglerdir (133,134). liging olarak ayni invitro
modelde, yine PC 12 hlcrelerle yapilan caligmada Bai ve arkadaslan, serum
yoksunluguna ugrattiklari PC 12 hiicre kuiturlerini, apoptosise kargl risperidon ve
olanzapinin 48 saatlik kullanimlarinda koruduklarnni saptamiglar ve bu ilaglarn
ndroprotekiif etkisinin, p75ndrotrofin reseptdrleri ve SOD 1 in mRNA diizeyinde
yaptiklan degigikliklere bagh oldugunu goéstermislerdir (135). Yapilan benzer bir
calisgmada, risperidon ve olanzapinin subakut kullanimlarninda invitro ortamda
antiapoptotik etkisini gésterilmis ve bu etkinin direkt p75 nérotrofin reseptérierinin
dizeyinde, mRNA diizeyinde yaptiklari azalma yanisira, SOD 1 mRNA’sinin
artmasina bagl oldugunu saptamislardir (136). Iskemi esnasinda meydana gelen
reperfizyon hasan diginda, iskemik travmayi takiben Fas ligandlarnnin
ekspresyonlarindaki artis da g6z 6niine alinirsa, bu ajanlarin iskemide de protektif
etki gosterebilecekleri dgunilebilir.

Yaptigimiz bu g¢aligmada, kalici iskemi modelini segtik. Bu modelde,

reperfiizyon hasar, transiyent iskemideki kadar fazla olmasa da, yapilan birgok

calisma, toksik oksijen radikalleri olugumunun permanent iskemi fazinda da devam

ettigini ve temel olarak transiyent iskemi esnasindaki reperfiizyon fazindan toksik O2
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ettigini ve temel olarak transiyent iskemi esnasindaki reperfiizyon fazindan toksik O2
radikallerinin Gretiminde patlama aktivitesinin olmamasi ile ayridigini desteklemistir
(138-140). Yapilan diger caligmalar, bu fizyopatolojik ayrnmi desteklemis ve
transiyent iskeminin reperfiizyonu esnasinda uygulanan radikal temizleyicileri,
infarkt volumlerini permanent iskemiye gére daha anlaml bir gekilde azaltmistir
(137-140). Bu yapilan galigmalar burst aktivitesinin, transiyent iskemideki dnemini
birkez daha desteklemis ve bu aktivitenin sitokrom ¢ salimmi ve periyodisitesi
Gzerinden norotoksik olabilecegini akla getirmistir (8,9,10,139).

Yapilan invitro ¢aligmalarda bu antipsikotikler SOD 1 ve p 75 NTR mRNA
dizeylerini 72 saatte up regilile etmiglerdir. Caligmamizda ise risperidon ve
olanzapin antipsikotiklerin tek dozlarda akut kullaniimiglardir.Ayrica kullandigimiz
permanent iskemi modelinde toksik oksijen radikal hasan transiyent iskemideki
kadar 6n planda degildir. Tim bu nedenlerden dolayi ¢galismamizdaki protektiviteyi
antioksidan etkiye baglamadik.

Son zamanlarda, Ozellikle norosteroidlerin noroprotektif etkileri
aragtinimigtir. Bu nérosteroidlerden allopreagnanolon, son zamanlarda ustiinde
durulan nérosteroidlerin basinda gelmektedir. Yapilan galismalar, allopregnanolon
seviyeleri ile, néron destriiksiyonunu azaltici etkinin direkt bir korelasyon igerisinde
oldugunu goéstermis ve bu konuda yapilan invitro iskemi caligmalari da bu
nérosteroidin protektif etkinligini desteklemigtir (141). Marx ve arkadaslan yaptiklari
invivo sican galigmasinda, olanzapinin (0,1 —1 —10 mg/kg) akut dozlarda, doz ile
orantill bir gekilde kortikal allopregnanolon seviyelerini arttirdigini ve 10 mg/kg
dozunda bu artigin istatistiksel olarak anlam kazandigint g&stermislerdir (142).
Ozellikle allopreganolon seviyelerindeki bu ylikselmeleri saglayan olanzapin dozlar
ile, bizim kullandigimiz akut olanzapin dozlarinin uyum igerisinde olmasi
cahgmamizi ilging kilan ydnlerden birisiydi.

Calismamizda da 0.1 mg/kg dozunda akut i.p olanzapin , infarkt volumlerini
anlamli bir gekilde azaltmig, fakat 10 mg /kg dozunda herhangibir néroprotektif etki
gdstermemistir. Infarkt volumlerindeki olanzapinin 10 mg/kg dozunda beklenen
proteksiyonun  gdérilmemesi, bizim yaptiimiz caligmada kullaniian hayvan
tirlerindeki(C57BL/6fare) genotip ve buna baglh metabolizma farkhhklarindan ileri
gelebilir. Bunun yanisira farelerde akut olanzapin uygulanmasi ile allopregnanolon
seviyeleri korelasyonunu igeren bir galigma da mevcut degildir.

Bilindigi Uzere, son zamanlarda birtakim antidepresanlarin uzun sire
kullaniminin  mitokondriyal antiapoptotik proteinleri artirmalarina ek olarak,
nérogenezisi de stimule ettikleri gosterilmigtir  (143-145). (")te yandan
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antidepresaniarin son zamanlarda giindemde olan bu nd&roprotektif etkinligi
agisindan olaya baktigimizda, bu iki ajanin , iskemi gibi multipl eksitotoksik
slregin rol oynadidi bir olayda, invivo ortamda akut dozda dahi etkin bir gekilde
noroprotektif etki géstermesi oldukga ilgingtir.

Yeni kusak antipsikotik ajanlann erken ve uzun sire kullanimlarinin, iyi klinik
prognoz ile beraber olmasi da bu ve benzeri néroproteksiyon galigmalar tarafindan
desteklenen bir yondiir.

Calismamizda allopregnanolon seviyeleri ile toksik Oz radikallerini dlgmedik.
Fakat gelecekte 6zellikle toksik Oz radikalleri Uretiminin daha 6n planda oldugu
transiyent iskemi modellerinde, antipsikotik kullanimini igeren yeni ¢aligmalar
planlanabilir.Bu galigmalarda 6zellikle antipsikotiklerin SOD 1 mRNA duzeyilerini
artiracak kadar yeterli stirede kullanimlari ve izleyen zaman dilimi igerisinde toksik
Oz radikallerinin éigmleri dustnulebilir. Ayrica bu galigmalarda yeni glindemde olan
nérosteroid seviyelerinin  sagladii  proteksiyonun  patofizyolojik  temelini
aydinlatmaya yénelik olarak apoptotik veya nekrotik hiicrelerin nérohistolojik olarak
gosterilmesi farkli bir agilim gibi gériinmektedir.

Bu cgaligma, atipik antipsikotiklerin serebral iskemide ve 06zellikle akut tek
dozluk kullanimda néroprotektif olduklarini gésteren ilk g¢ahgmadir. Biz bu
néroprotektif etkiyi kullandigimiz model ve doz itibari ile antioksidan etkiye veya p
75 reseptorlerinin azalmasina baglamadik. Yaptiimiz galismadaki gésterdigimiz
néroprotektif etki, antipsikotiklerin akut kullamimlarda dopamin ve serotonin
miktarlarini azaltabilmelerine ek olarak, protektif nérosteroid seviyelerindeki olasi
akut ylkselmeye yol agmalarina baglanabilir.

Bu sebeple, olanzapin ve risperidonun akut ve kronik dozlarda uygulandigi
permanent ve transiyent fokal serebral iskemi modellerinde, nérosteroid ve toksik
oksijen radikallerinin kantitatif ve kalitatif olarak l¢lildiga tek tiir hayvan galismalari,
gelecek igin umut verici galigmalar olacaktir.

Yaptigimiz c¢aligmada, akut dozlarda etkin bir gekilde néroprotektif
buldujumuz bu iki ajan, sadece serebral iskeminin karmasik eksitotoksik
mekanizmalarinin aydinlatiimasi agisindan degdil ayni zamanda molekiler pskiyatri
agisindan da oldukga anlamlidir.
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