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Topiramatin 6ngoriilemeyen hafif kronik strese maruz kalan siganlarda 6grenme ve

hafiza lGizerine etkileri

Sule Aydin

Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji ABD

GIRIS VE AMAG

Cevresel ve psikolojik birgok stres faktori
depresif bozukluklara neden olmakta ve bu stres
faktorleri  vicudumuzda  ndérobiyolojik  ve
norodejeneratif degisikliklere yol agmaktadir (1).
Topiramat (TPM) epilepsi tedavisinde
kullaniimasinin yaninda psikiyatrik hastaliklarin
tedavisi Uzerine etkileri siklikla arastiriimaktadir
(2). Fakat literatirde TPM’ nin bilissel
fonksiyonlari bozduduna dair celigkili bulgular
bulunmaktadir. (3-5). Calismamizda TPM’ nin
o6grenme-hafiza lzerine olan etkilerini davranis
(depresyon, anksiyete, 6grenme, hafiza,
lokomotor  aktivite), nodrobiyolojik  (BDNF,
glutamat, kortikosteron) ve morfolojik (CA1-CA3
ile GD hucre hacmi, mide, vicut ve adrenal bez
agirhgi) olarak genis perspektifte arastirmayi
amagcladik.

GEREG VE YONTEM

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi-Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi (TICAM) nden temin edilen 300-350g
agirhginda, erkek, Albino Wistar sicanlar
kullanildi. Deney protokoliimiiz ESOGU Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan
18.09.2018 tarih ve 577-2 numarall karar ile
onaylandi. Siganlar; Kontrol, Kontrol+TPM
1mg/kg, KOHS (kronik 6ngérilemeyen hafif
stres- uygulanan grup), KOHS+TPM(0,1, 1, 10,
100mg/kg) gruplari olmak Uzere 7 gruba ayrildi.
KOHS protokoliimiizde 9 farkli hafif-stresér olup
45 gin boyunca rastgele uygulandi. KOHS
protokoliinden sonra 21 giin boyunca TPM gavaj
yolu ile uygulandi. ilag uygulamalarinin ardindan;
sukroz tercih, lokomotor aktivite, zorlu ytzdirme,
yukseltilmis arti labirent ve Morris su tanki testleri
gerceklestirildi. Davranig testlerinin ardindan;
kan serumlarinda kortikosteron, sag hipokampus
dokusunda BDNF ve glutamat seviyeleri ELISA
yontemi ile degerlendirildi. Sol hipokampus
(Cornu Ammonis-CA1/CA3, girus dentatus- GD)
bélgelerinin hacimleri hesaplandi. Ayrica KOHS
ve TPM’ nin vicut, adrenal bez agirliklari ve mide
Uzerine etkileri arastirildi.

istatistiksel analizlerin uygulanmasinda
GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) paket
programi kullanildi. Verilerin normal dagilimlari
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile
incelendi. Normal dagilim gdsteren veriler

parametrik testlerle (Tek ve Gift yonlu Varyans analizi ve
Tukey testi), normal dagihm gdstermeyen veriler ise
nonparametrik testlerle (Kruskal-Wallis testi ve Dunn’s
testi) degerlendirildi. Sonuglar p<0,05 anlamli kabul edildi.
Normal dagihm gOsteren gruplarin sonuglari
OrtalamatSEM olarak verilmisti. Normal dagdilim
gostermeyen gruplarin sonuglari ise Median %25-75 (Q1-
Q3) olarak verilmistir.

BULGULAR

KOHS grubunda anhedoni goézlenmedi (Sekil 1).
Stereotipik hareketlerde gruplar arasinda fark goérilmedi
(Sekil 2). Lokomotor aktivite testinde KOHS ve
KOHS+TPMO,1 ve TPM1 gruplarinda kontrol grubuna gére
total hareket artti (Sekil 3). Anksiyolitik etkiler agisindan
tim gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmedi (Sekil 4).
KOHS grubunda hareketsiz kalinan siire arttt TPM 10 ve
100 mg/kg dozu bu etkiyi tersine cevirdi (Sekil 5).
KOHS+TPM100 grubunda égrenme ve hafiza bozuldu
(Sekil 6,7,8,9). Platforma olan uzaklik degerlendirildiginde
Kontrol+TPM1 grubunda kontrol grubuna gére azalma
gorildu (Sekil 9). KOHS+TPM100 grubunda kortikosteron
dizeyinde azalma goruldi (Sekil 10). BDNF seviyesi
KOHS grubunda artti (Sekil 11). Glutamat seviyesi de yine
KOHS grubunda artti, TPM 0,1, 1 ve 100 mg/kg dozlarinda
KOHS grubuna gére azaldi (Sekil 12).

KOHS+TPM10 grubunda vicut agirhgi degismezken,
KOHS ve KOHS+ TPM 0,1, 1 ve 100 mg/kg dozlarinda
azalma gézlendi (Sekil 13). CA1-CA3 ve DG hacmi KOHS
grubunda kontrole gére artarken diger gruplarda hacimler
kontrole gore degismedi (Sekil 14,15).
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Sekil 1. Kontrol ve KOHS grubunda siikroz tercih
ylzdesinin Ol¢llmesi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli  bir fark  gorilmemistir. KOHS:  Kronik
ongorilemeyen hafif stres.



Sekil 2. Aktivitemetre testinde stereotipik
hareketlerin  gosteriimesi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gorulmemigtir.
KOHS: Kronik éngérilemeyen hafif stres. TPM:
Topiramat.

Total Hareket (cm)

Sekil 3. Aktivitemetre testinde total hareketlerin
gOsterilmesi. *p<0,05; ****p<0,0001: Kontrole
gére, +p<0,05: KOHS’ e gore. KOHS: Kronik
ongorilemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.

Agik kolda gegirilen

Sekil 4. Yikseltiimis arti labirent testinde agik
kolda gegirilen sirelerin gosterilmesi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmemistir.  KOHS: Kronik 6ngériilemeyen
hafif stres. TPM: Topiramat.
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Sekil 5. Zorlu yuzdirme testinde hareketsiz
kalinan  sdrelerin  go6steriimesi. **p<0,01;
***n<0,001: Kontrole goére, +p<0,05: KOHS’ e
goére. KOHS: Kronik éngodriilemeyen hafif stres.
TPM: Topiramat.
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Sekil 6. Morris'in su tanki 6grenme testinde platforma
ulasmak icin gecen surelerinin gosteriimesi. *p<0,05;
****n<0,0001: Kontrole goére, +p<0,05; ++p<0,01;
+++p<0,001; ++++p<0,0001: KOHS’ e gére. KOHS: Kronik
ongoriulemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.
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Sekil 7. Morris’ in su tanki 6grenme testinde platforma olan
uzakliklarin gosterilmesi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001: Kontrole gobre, +++p<0,001; ++++p<0,0001:
KOHS’ e gore. KOHS: Kronik éngérillemeyen hafif stres.
TPM: Topiramat
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Platform kadran

Sekil 8. Morris su tanki hafiza testinde platform kadraninda
gegirilen slrenin gosteriimesi. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001: Kontrole gére, ++++p<0,0001: KOHS’ e gore.
KOHS: Kronik dngériilemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.

TPM1 KOHS KOHS+TPMO0.1 KOHS+TPM1 KOHS+TPM10KOHS+TPM 100

Sekil 9. Morris su tanki hafiza testinde platforma olan
uzakliklarin ~ gésterilmesi. ***p<0,001; ****p<0,0001:
Kontrole gére, ++++p<0,0001: KOHS’ e gére. KOHS:
Kronik 6ngérilemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.




Sekil 10. Siganlarin kortikosteron seviyelerinin
gosterilmesi. *p<0,05: Kontrole gére. KOHS:
Kronik  éngérulemeyen hafif stres. TPM:
Topiramat.
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Sekil 11. Sicanlarin sag hipokampus’ lerinden
ELISA ydntemi ile tayin edilen BDNF seviyelerinin
gésterilmesi. +p<0,05: KOHS’ e gére. KOHS:
Kronik  6ngorulemeyen hafif stres. TPM:
Topiramat.

KOHS+TPMO0.1 KOHS+TPM1 KOHS+TPM10 KOHS+TPM100

im 2

Glutamate (gmolipg)

Sekil 12. Sigcanlarin sad hipokampuslerinden
ELISA ydéntemi ile tayin edilen Glutamat
seviyelerinin gosterilmesi. *p<0,05;
****n<0,0001: Kontrole gore, +p<0,05; ++p<0,01:
KOHS’ e goére. KOHS: Kronik dngoriilemeyen
hafif stres. TPM: Topiramat.

Sekil 13. Sicanlarinin vicut agirliklarinin 1. ve 10.
haftadaki vicut agirliginin artisinin (%) gosterimi.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001: Kontrole
gére, +p<0,05: KOHS’ e gdre. KOHS: Kronik
ongodrulemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.
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Sekil 14. Sicanlarin sol hipokampus’ lerinde CA1-CA3
boélgelerinin  hacimlerinin  gdsterilmesi.  ***p<0,001:
Kontrole gére, +p<0,05; +++p<0,001: KOHS’ e gore.
KOHS: Kronik dngériilemeyen hafif stres. TPM: Topiramat.
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Sekil 15. Siganlarin sol hipokampuslerinde GD
bélgelerinin hacimlerinin gésteriimesi. **p<0,01: Kontrole
gore, +p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001: KOHS’ e gore.
KOHS: Kronik dngériilemeyen hafif stres, TPM: Topiramat.

TARTISMA VE SONUG

Uygulamis oldugumuz stres modeli literatlirde gbézlenenin
aksine 6grenme ve hafiza becerilerini artirmistir. Bu
bulguyu hipokampuiste BDNF seviyelerinin artmasi ve yine
CA-GD hacminin artmasi desteklemis olabilir. Ogrenme ve
hafiza testlerinde o6zellikle TPM 1 mg/kg dozu hem
6grenmeyi hem de hafizayl olumlu yénde desteklerken,
stresin eslik ettigi durumlarda TPM 100 mg/kg dozu ise
olumsuz yonde etkilemistir.

Stres grubunda depresyon-benzeri davraniglar ortaya
cilkmistir.  Burada glutamat duzeylerinin  artmasi
ndroplastisiteye yol acarak bu davranisi ortaya ¢ikarmis
olabilir.

TPM 10 ve 100 mg/kg dozu antidepresan-benzeri etki
gostermistir. Ozellikle TPM 100 mg/kg dozunun kan
kortikosteron diizeylerini azalttigi gérulmektedir. Bu etkinin
HPA  eksenindeki dizenlemeden kaynaklanacagi
distndlebilir.

Sonug olarak TPM’ nin 1 mg/kg dozu 6drenme ve hafiza
Uzerine olumlu sonuglar ortaya gikarirken, 100 mg/kg dozu
anti-depresan etki gostermisti. TPM dozu kullanim
amacina uygun olacak sekilde segilebilir.

DESTEK

Bu calisma ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No:
2017-1771).
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Parkinson Tedavisine Yeni Bir Yaklagim: L-Dopa’nin Terapoétik Etkisinin Potasyum Kanal

Blokorleri ile Arttirlimasi

Ziilfiye GUL

Bahgesehir Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligi (PH), genellikle ileri yaslarda
(60-65 gibi) ortaya c¢ikan ve dinya ¢apinda 5
milyondan fazla insani etkileyen nérodejeneratif
bir hastaliktir. Tremor, rijidite, bradikinezi ve
postural refleks bozukluklari hastaligin baslica
motor fonksiyon bozukluklaridir. Ruh hali
degisiklikleri, kognitif bozukluklar, uyku kontrol
bozuklugu, koku alma ve otonomik fonksiyon
bozukluklari, gastrointestinal semptomlar, gorsel
halUsinasyonlar ve diger noropsikiyatrik
durumlar ise hastaigin motor olmayan
semptomlari arasinda yer alir (Dauer ve
Przedborski 2003). insan beyninin substantia
nigra bdlgesinde yogunlasmis halde bulunan
dopaminerjik ndronlarin %60 ila %80’i kayba
ugradiginda yeterli miktarda dopamin dretilemez
ve Parkinson hastaliginin motor belirtileri ortaya
cikar (Dauer ve Przedborski 2003).

Glnumuzde PHnin tedavisinde altin standart
kabul edilen ilag dopaminin (DA) 6n maddesi
olan L-DOPA’dir. Ancak tedavide uzun slre L-
DOPA kullanildiginda, etki suresinin kisalmasina
bagh olarak bir dozun etkisinin diger dozu
yakalayamadigi doénemlere, motor
komplikasyonlara, Ozellikle de  diskinezi
gelisimine neden olur (Ahlskog ve Muenter,
2001). L-DOPA, hastaligin bir¢ok belirtisi Gzerine
etkii ise de Ozellikle hastaligin erken
donemlerinde ortaya gikmaya baslayan yirume
fonksiyon bozuklugu uzerine etkisizdir (Nutt ve
ark., 2011). Yapilan c¢aligmalar, yurume
fonksiyon bozuklugunun sadece dopaminerjik
hipoaktivite ile sinirl olmadigini isaret etmektedir
(Devos ve ark. 2010). Bu duruma ¢6zum olarak,
L-DOPA'nin  terapdtik  etkisini  azaltmadan
dozunun dugurulmesine olanak saglayan
terapdtik stratejiler gelistiriimesi disunudlebilir. Bu
amaca yonelik terapdtik potansiyeli olan ilag
gruplarindan bir tanesi, hicre digina potasyum
cikisini  engelleyerek noronal ateslenmeyi
arttiran  voltaja  duyarli  potasyum kanal
blokérleridir. Yapilan preklinik calismalarda,

potasyum kanal blokérleri aminopridinlerin
kortikal ve subkortikal beyin bdlgelerinde
norotransmitter  saliverilmesini  arttirdigr  ve
yurime fonksiyonunu duzelttigi gordlmuistir.
Parkinson modellerinde aminopridinlerin
etkilerinin arastinldigi ¢alismalarda, A-tipi K*
kanal blokori 4-aminopiridinin (4-AP),
fonksiyonel asimetriyi dizelttigi (Haghdoost-
Yazdi ve ark., 2011, 2017), bir diger selektif Kv4
kanal blokérit AmmTX3’ wun ise motor
fonksiyonlarini iyilestirdigi gosterilmistir (Aidi -
Knani ve ark., 2015). 4-AP ile yapilan bir diger
calismada, yuksek dozun disuk doza oranla
daha guclu bir duzelme sagladigi gosterilmistir
(Taherian ve Ahmadi 2016). Ancak yuksek doz
4-AP’nin ndbet gibi ciddi yan etkileri olabilecegdi
disunuldigunde diger anti-parkinson ilaglar ile
birlikte kullanilmalari PH tedavisinde daha etkili
olabilir.

Konu ile ilgili yayinlara bakildiginda PH
tedavisinde L-DOPA ve aminopridinlerin beraber
kullanimlar ile ilgili veya L-DOPA’nin DA
saliverilmesi Uzerine etkisinin aminopridinler ile
nasil degistirildigi konusunda yapilmis bir
c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, bir
aminopiridin  olan 3,4-DAP'In L-DOPA ile
induklenen DA saliveriimesi Uzerine etkisini
ortaya koymak icin planlanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu calismada yapilan deneyler igcin Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan (HADYEK) 2017-02/04 numaral etik
kurul onayi alindi. Uludag Universitesi Deney
Hayvanlari Yetistrme Uygulama ve Aragtirma
Merkezi'nden temin edilen yetigkin (2-3 aylik)
erkek Sprague Dawley sicanlar, sicakhgi 20-24
°C olacak sekilde sabit tutulan, 12 saat aydinhk
ve 12 saat karanlik (07.00-19.00 arasi aydinlik)
dongusuyle calisan bir ortamda barindirildi ve
herhangi bir su ve yem kisitlamasi yapilmadi.
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Striatal dilimlerin hazirlanmasi

Dekapitasyon sonrasi en kisa surede ¢ikartilan
beyinler Oonceden sogutulmus ve
oksijenlendiriimis (%95 O2 ve %5 CO: ile)
fizyolojik Krebs icine alindi. Kullanilan fizyolojik
Krebs c¢ozeltisinin kompozisyonu (mmol/L): 120
NaCl, 1,3 CaCl,, 1,2 MgSO4, 3,5 KCI, 1,2
NaH2POQO4, 25 NaHCO3, 10 glukoz, 0,3 askorbik
asit ve 0,029 Na;EDTA olacak sekilde hazirlandi.
Hizli bir sekilde korpus striatum diseke edildi ve
doku dilimleyicisine (Mcllwain) yerlestirilerek 0,3
mm kalinhdinda dilimlendi. Dilimlenmis doku,
icinde soguk ve oksijenlenmis fizyolojik sivi
bulunan petri kabina alinip ve firca yardimiyla
dilimler birbirlerinden ayrildi. Elde edilen doku
dilimleri 2 ml oksijenlenmis Krebs iceren ve 37°C
dereceye ayarlanmis su banyosu igindeki dort
bdlmeli inkiibasyon tlplerine, her bélmede bir
dilim olacak sekilde yerlestirildi. Bir sicandan
elde edilen dilimler her gruba n sayisi 1 olarak
dagitildi ve her deney 7 kez tekrar edildi (her
grup icin n=7 sigan). Bir saatlik preinkiibasyon
doneminde, dilimlerin inkube edildikleri ortam her
15 dakikada bir taze oksijenlenmis Krebs ile
degistirildi (Gul ve ark., 2016, 2020a, b).
Preinkibasyon déneminin ardindan, striatal
dilimler kontrol (%95 O. ve %5 CO: ile
gazlanmig) veya FeSO. iceren ortamda (0.1 mM
FeSO. + 20 uM askorbik asit) 90 dakika sireyle
37 °C'de inkube edildi. Preinkiibasyon déneminin
ardindan ortama belirtilen konsantrasyonlarda L-
DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA + 3,4-DAP eklendi
ve tum deney donemi boyunca ortamda tutuldu.
Bu sure boyunca, inkibasyon ortami, taze ortam
ile 15 dakikalik araliklarla degistirildi. Toplanan
ornekler HCIO4 (nihai konsantrasyon 0.4 N) ile
asitlendirildi ve daha sonra DA ve DOPAC
Olcima igin kullanildi. Deneylerin sonunda 2 ml
0,4 N HCIO4 icine alinan dilimler ultrasonik
parcalayici ile homojenize edildi. Homojenatlar
doku DA, DOPAC ve protein seviyelerinin
belirlenmesi icin kullanildi.

6-OHDA ile Parkinson Modeli Olusturulmasi

Stereotaksik ¢alismalardan 6nce noradrenerjik
noéronlarin zarar gérmesini engellemek igin
siganlara 30 mg/kg i.p. desipramin verildi.
Sicanlar, 80-100 mg/kg Ketamin- 10mg/kg
Ksilazin ile anestezi edildikten sonar stereotaksa
yerlestirilip  sabitlendi.  Parkinson = modeli
olusturulmak istenen sicanlara, 6-OHDA,
Paxinos -Watson sican beyin atlasina goére
sicanlarin sag striatasina tek tarafli olarak
enjekte edildi (koordinatlar: anteroposterior: +
0,48 mm, mediolateral: = 2,2 mm ve vertical: —
4,6 mm). 6-OHDA'nin ¢6zulmesi i¢in %0,3 L-

askorbik asit iceren salin kullanildi. Enjeksiyon
pompasi ile tek bir 2 yl 6-OHDA enjeksiyonu (1
pl'de 4 ug 6-OHDA) akis hizi: 1 uL / dak olacak
sekilde uygulandi. 5 dakikalik enjeksiyondan
sonra enjeksiyon probu ¢ikarildi. Kontrol
grubundaki siganlara ise ayni koordinatlarda
salin enjeksiyonu yapildi. 6-OHDA enjeksiyonu
icin doz ve stereotaksik koordinatlar literatlrdeki
calismalardan secilmistir (Cansev ve ark. 2008).
Bu protokoliin klinik ortamda PH'nin erken
evresine benzeyen parkinsonizm semptomlarini
siganlarda induklemek igin yeterli oldugu yapilan
calismalar ile gostermistir (Cansev ve ark. 2008).

PH modelinin  olugsmasi icin  6-OHDA
enjeksiyonundan sonra beklenen 21 glnlik
surenin  sonunda modelin  olusturdugunu
konfirme etmek amaciyla d-amfetamin (5 mg /
kg) ile induklenen doénme testi yapildi. D-
amfetamin (5 mg / kg) enjeksiyonunun takiben
15-45 dakika arasinda videoya alinan ipsilateral
yoénde donUgler kor bir goézlemci tarafindan
sayildi. 6-OHDA enjeksiyonu yapilmis si¢anlarin
aksine (30 dakikada 173 = 22 ipsilateral
rotasyon), tedavi edilmeyen siganlarda (kontrol
grubu) hicbir rotasyonel davranig gézlenmedi.
Siganlar, beyinden d-amfetaminin atilimina izin
vermek icin dénme testinden 3 gin sonra
dopamin salim ¢alismalari i¢in kullanildi.

DA ve DOPAC Olgiimii:

inkubasyon ortamina spontan salinan DA ve
DOPAC seviyeleri elektrokimyasal dedektor
badlantili ylksek basingh sivi kromatografisi
(HPLC) sistemi kullanilarak olguldu (Gursoy ve
Buyukuysal,  2008). Olgiimden  énce
perfuzatlardaki DA ve DOPAC ekstraksiyonu
icin, asitlestirilmis drnekler 5 ml 2 M Tris tamponu
(pH 8.6, %10 Na:EDTA ve %10 sodyum
metabisUlfit) ve aktive edilmis alimina (50 mg)
iceren cam siselere aktarildi ve pH, 5 M NaOH
ile 8.4-8.6'yva ayarlandi. Siseler 10 dakika
calkalandi ve supernatant aspire edildi. Alimina
10 ml distile su ile yikandiktan sonra DA ve
DOPAC 200 ul 0,4 N HCIO4 ile aliminadan geri
alidi. Eluatin 50 pl'si, bir elektrokimyasal
detektorlti (HP1049 EC; Hewlett-Packard, ABD)
HPLC sistemine enjekte edildi. Bu sistemde
mobil faz olarak 150 mM NaH,PO,4 tamponu, (1
mM 1-Octane sulfonik asit, 100 uM EDTA, %15
Metanol), analitik kolon olarak da C18
narrowbore kolon (Macherey — Nagel GmbH,
Duren, Almanya) kullanildi. Sistemde kolon
sicakligi 30 °C olacak sekilde, mobil faz akis hizi
ise 1 ml/dakikaya ayarlandi.
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Sekil 1. L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In normoksik kosullarda si¢an striatal dilimlerinden DA ve
DOPAC saliverilmesi lizerine etkileri. 60 dakikalik preinkibasyon suresinden sonra, striatal dilimler 90 dakika
sureyle normoksik kosullarda inkiibe edildi. Bu sure zarfinda, 15 dakika araliklarla tazesi ile degistirilen inkiibasyon
ortamina (2 ml) 1 yM L-DOPA, 50 uyM 3,4-DAP ve 1 pyM L-DOPA+50 uM 3,4-DAP ilave edildi. Toplanan
numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) dlguldi. Kimiulatif DA (B) ve DOPAC (D) datalari saliveriime
grafiginin EAA verileri ile hesaplandi. Data ortalama + standart hata olarak sunuldu (n=7). ** p <0.01, *** p <0.001

— kiyas grubuna gdére anlamli.

Kromatografik analiz sonrasi elde edilen pikler,
0,4 N asit iginde hazirlanan ve drneklerle paralel
bir sekilde ekstrakte edilen standartlarin pikleriile
karsilagtirilarak miktar tayini yapildi. Bulunan
degerler doku total proteinlerine gore duzeltilerek
verildi.

Doku DA ve Protein Seviyelerinin Olgiilmesi

Deneylerin sonunda 2 ml 0.4 N HCIOs igine
alinan dilimler homojenize edildi ve 1 ml
homojenat mikrosantrifijde 5 dakika santrifuj
edildi. HPLC sistemine 20 ul sipernatant enjekte
edildi ve o&rneklerin pik yuUkseklikleri 0,4 N
HCIO4'te hazirlanan DA ve DOPAC standartlari
ile karsilastirilarak doku DA ve DOPAC seviyeleri
hesaplandi. Total doku protein duzeyi Lowry ve
arkadaslarinin (1951) yontemine goére 50 pl doku
homojenati  kullanilarak  Olguldu.  Protein
standartlari koyun serum albimini kullanilarak
0,4 N HCIOs icinde hazirlandi ve doku
ornekleriyle birlikte gahsildi.

istatistiksel Analizler

Elde edilen butun degerler “ortalama + standart
sapma” seklinde verildi. Istatistiksel analizler
SPSS 22.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)

programi kullanilarak, grafikler ise GraphPad
Prism v.8 kullanilarak olusturuldu. iki grup
arasindaki karsilastirmalar Student t testi
kullanilarak yapildi. Egri Altindaki Alan (EAA)
verilerinde, One Way ANOVA testi ardindan
post-hoc testi olarak, Tukey testi kullanildi.
Zamana bagh DA ve DOPAC salinim
calismalarinda ise veriler, Two Way ANOVA RM
ardindan post-hoc Tukey testi kullanilarak analiz
edildi. Tum testlerde istatistiksel anlamhlik degeri
p<0,05 olarak kabul edildi

BULGULAR

L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In
Spontan DA ve DOPAC Saliverilmesi Uzerine
Etkisi

Spontan DA ve DOPAC saliverilmesi Uzerine L-
DOPA+3,4-DAP'In etkinligini test etmeden énce,
ilk olarak farkli L-DOPA (1 ve 10 uM) ve 3,4-DAP
(1, 10, 50 ve 100 pM) konsantrasyonlarinin
saliveriime Uzerindeki etkileri incelendi. Tablo
1'de goéruldigu gibi, her iki ilag da DA
saliverilmesini konsantrasyona bagl bir sekilde
arttirdi. 1 ym L-DOPA ile minimal ve 50 uM 3,4-
DAP ile orta derecede etkiler géruldiginden, bu
konsantrasyonlar ¢alismalarin devaminda tercih
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Sekil 2. L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In FeSO, ile indiiklenen norodejeneratif kosullarda sigcan
striatal dilimlerinden DA ve DOPAC saliverilmesi lizerine etkileri. 60 dakikalik 6n inkiibasyon siresinden
sonra, striatal dilimler FeSO4 + askorbik asit ile 90 dakika inkibe edildi. Bu sire zarfinda, 15 dakika araliklarla
tazesi ile degistirilen inkiibasyon ortamina (2 ml) 1 uM L-DOPA, 50 uM 3,4-DAP ve 1 uM L-DOPA+50 uM 3,4-DAP
ilave edildi. Toplanan numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) 6lgildi. Kimulatif DA (B) ve DOPAC (D)
datalari saliverilme grafiginin EAA verileri ile hesaplandi. Data ortalama * standart hata olarak sunuldu (n=7). *p

<0.05, *** p <0.001 — kiyas grubuna goére anlaml.

Gruplar DA DOPAC
pmol/mg pmol/mg
protein/90 dk  protein/90 dk

Kontrol 29.25+3.51 402.8+18.81

L-DOPA (1 uM) 61.31+8.96 49641544

L-DOPA (10 uM)  382.7 £ 17*** 568.4 + 34.4*

3,4-DAP (1 M)  43.35+3.06 386.8%16.7
3,4-DAP (10 yM) 57.96+2.31 3454 + 22.81
3,4-DAP (50 uM)  66.02+8.38 297.8 + 28.64

3,4-DAP (100 uM) 198.6 £ 20*** 187.2 + 11***

Tablo 1. L-DOPA ve 3,4-DAP dozlarinin normoksik
kosullarda sigan striatal dilimlerinden DA ve
DOPAC saliverilmesi lizerindeki etkisi. 60 dakikalik
preinkibasyon silresinden sonra, striatal dilimler 90
dakika sureyle normoksik kosullarda inkibe edildi. Bu
sire zarfinda, 15 dakika araliklarla tazesi ile
degigtirilen inkibasyon ortamina (2 ml) degisen
konsantrasyonlarda L-DOPA ve 3,4-DAP ilave edildi.
Toplanan numunelerin DA ve DOPAC seviyeleri
Olclldi. Kimiulatif DA ve DOPAC datalan saliveriime
grafiginin EAA verileri ile hesaplandi. Data ortalama +

standart hata olarak sunuldu (n=7). *p <0.01, *** p
<0.001 — kontrol grubuna gdére anlamli

edildi. L-DOPA ve 3,4-DAP, DA saliveriimesini
inklbasyon periyoduna bagli olarak hafif ve
bazen anlamli derecede  artirdi. DA
saliveriimesinde 3,4-DAP ile induklenen artis 30
dakikada maksimuma ulasip daha sonra
kademeli olarak azalirken, L-DOPA
seviyesindeki artigin neredeyse tim inkibasyon
periyodu boyunca kalici oldugu gozlendi.

Kullanilan ilaclarin, DOPAC saliverilmesinin
[Fdrug (3, 20) = 2.58, p = 0.08] aksine DA
saliverilmesini [Fiae (3, 18) = 9.177, p <0.001,
Fzaman (3.5, 63.8) = 4.36, p <0.005, Fiiag * zaman (18,
108) = 2.66, p = 0.001] (Sekil 1a, c) zamana bagh
olarak anlamli derecede arttirdig1 gozlendi. Total
DA ve DOPAC salimi tzerindeki gruplarin farkini
degerlendirmek igin, saliveriime egrisinin EAA’sI
hesaplandi. EAA verilerine gore, L-DOPA (1 uM)
ve DAP (50 yM) DA saliverilmesini hafif arttirsa
da bu artis, istatistiksel olarak anlamhlik
seviyesine ulasmadi (Sekil 1b). L-DOPA ve 3,4-
DAP’'In beraber kullanildigi grupta ise DA
saliverilmesinin anlamli bir sekilde arttigi géruldu
(p <0,001). DOPAC seviyelerinde ise fark
gorilmedi (Sekil 1d).
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Sekil 3. 6-OHDA enjeksiyonunun DA ve DOPAC saliveriime ve doku DA seviyeleri lizerindeki etkileri. 60
dakikalik preinkibasyon siiresinden sonra, striatal dilimler normoksik kosullarda 90 dakika inkube edildi. Bu slre
zarfinda inkiibasyon ortami (2 ml) 15 dakikalik araliklarla yenileriyle degistirildi. Kimdlatif DA salim datalari DA (A)
ve DOPAC (B) salim grafiginin EAA verileri ile hesaplandi. Sigan beyninden striatumun diseksiyonundan sonra,
striatum 2 ml 0.4 M HCIO4 iginde homojenize edildi ve doku DA seviyesinin (c) belirlenmesi icin homojenatlar
kullanildi. Data ortalama * standart hata olarak sunuldu (n=7). ** p <0.05, ** p <0.01 — kontrol grubuna gére

anlamli.

L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In
FeSO, ile indiiklenen Akut
Norodejenerasyonda Spontan DA ve DOPAC
Salimi Uzerindeki Etkisi

L-DOPA ve 3,4-DAP'in beraber kullaniimasinin
spontan DA saliveriimesini artirmada etKkili
oldugu gdézlemlendikten sonra, L-DOPA ve 3,4-
DAP kombinasyonunun FeSO4'ln ile induklenen
noérodejeneratif kosullarda etkinligi
degerlendirildi. Striatal dilimlerin FeSO4 ile
inkibasyonu, DA saliveriimesinde hafif fakat
anlamli olmayan bir azalmaya neden olurken (p>
0.05), DOPAC saliverilmesini anlamli derecede
azalttt (p <0.05). Kontrol  kosullarinda
g6zlemlendigi gibi, nérodejeneratif kosullarda da
L-DOPA+ 3,4-DAP kombinasyonu DOPAC
saliverilmesini degistirmeden [Fia¢ (4, 23) = 2.64,
p = 0.059] DA saliverilmesini zamana bagli olarak
anlaml derecede arttirdi [Fiac (4, 22) = 28.65, p
<0.001; Fzaman (3.6, 78.9) = 3.87, p = 0.008; Fiia *
zaman (24, 132) = 2.192, p = 0.002; Sekil 2a].
EAA verileri degerlendirdiginde, L-DOPA ve 3,4-
DAP  kombinasyonu ile induklenen DA
saliverilmesinin L-DOPA ve 3,4-DAP gruplarina
oranla anlamh derecede ylksek oldugu
gbzlemlendi (p <0.001). Ek olarak, DOPAC

seviyesinde FeSO; ile indiklenen azalmanin, L-
DOPA ve L-DOPA+3,4-DAP  gruplarinda
tamamen duzeldigi géruldu (p <0.05).

L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In 6-
OHDA ile indiiklenen Kronik
Noérodejenerasyonda Spontan DA ve DOPAC
Salimi Uzerindeki Etkisi

L-DOPA ve 3,4-DAP'in beraber kullaniimasinin
kronik norodejenerasyonda striatal dopaminerjik
terminallerden DA saliveriimesi Uzerindeki
etkinligi, striatal 6-OHDA enjeksiyonu yapilmis
sicanlardan  hazirlanan  striatal  dilimlerde
degerlendirildi. ilk olarak, 6-OHDA enjeksiyonu
yapilmis striatal dilimlerin total spontan DA ve
DOPAC saliveriimesinde ve ayrica doku DA
seviyelerinde kontrol dilimlerine goére farklilik
gosterip gostermedigi incelendi. Sekil 3'te
goruldigu gibi, 6-OHDA enjeksiyonu hem
spontan DA (p=0.049) ve DOPAC (p=0.0012)
saliverilmesini hem de doku dopamin (p=0.0076)
dizeylerini kontrol grubuna oranla anlamli
derecede azaltt.
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Sekil 4. L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'In 6-OHDA ile indiiklenen noérodejeneratif kosullarda sigcan
striatal dilimlerinden DA ve DOPAC saliverilmesi ilizerine etkileri. 60 dakikalik preinkiibasyon slresinden
sonra, striatal dilimler normoksik kosullarda 90 dakika inkiibe edildi. Bu slre zarfinda, 15 dakika araliklarla tazesi
ile degistirilen inkibasyon ortamina (2 ml) 1 yM L-DOPA, 50 uM 3,4-DAP ve 1 yM L-DOPA+50 uM 3,4-DAP ilave
edildi. Toplanan numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) dl¢uldi. Kimulatif DA (B) ve DOPAC (D) datalari
saliverilme grafiginin EAA verileri ile hesaplandi. Data ortalama + standart hata olarak sunuldu (n=7). *p <0.05, **

p <0.01, *** p <0.001 — kiyas grubuna goére anlaml

6-OHDA ile induklenen  nérodejeneratif
kosullarda da L-DOPA+3,4-DAP kombinasyonu
DA [Fiac (4,11) = 20,86, p <0,0001; Fzaman (2,73,
29,9) =7,95, p=00007, Filag:*zaman (24, 66) =1,92,
p = 0,02; Sekil 4a] ve DOPAC [Fiis¢ (4, 13) = 3,45,
p=0.039; Fzaman (2,18, 28,39) = 9,5, p=0.0005; Fiiag
* zaman (24, 78) = 3,38, p <0.0001; Sekil 4c]
saliveriimesini zamana bagh olarak anlamli
derecede arttirdi. EAA degerleri
kargilastirildiginda, L-DOPA+3,4-DAP kaynakli
DA saliverilmesi, 6-OHDA (p <0,001), L-DOPA (p
<0,01) ve 3,4-DAP gruplarindan anlamli
derecede yuksek bulundu (p <0.05). Bu verilere
ek olarak, DOPAC saliveriimesinde 6-OHDA ile
induklenen azalmanin, L-DOPA ve L-DOPA+3,4-
DAP gruplarinda tamamen duzeldigi goraldi
(sirasiyla p <0,05; p <0,001).

TARTISMA VE SONUG

Klinikte PH'nin tedavisinde L-DOPA en sik
kullanilan ilag olmasina ragmen, bu tedavide
birtakim asilamayan problemler bulunmaktadir.
Bu problemler g6z 6éninde bulundurularak L-
DOPA'ya uygun yardimci tedavi bulmak igin ¢ok
sayilda calisma  yapilmaktadir.  YlrlyUs
bozuklugu, nérodejenerasyon ve nérotransmitter

saliverilmesi Uzerindeki olumlu etkilere

dayanarak, K* kanal blokorlerinin L-DOPA'ya
yardimci tedavi igin iyi aday bir aday olabilecegi
dusunulebilir.

Bu problemlerin basinda, uzun sureli tedavilerde
L-DOPA  dozunun  arttinlmasi  gerekliligi
gelmektedir. Bu doz artisi ise kaginilmaz olarak
diskinezi ve motor komplikasyonlar gibi yan
etkileri beraberinde getirmektedir. Dlslk dozda
L-DOPA  kullanmak bu yan etkilerden
korunmanin bir yolu olsa da (Cedarbaum ve ark.,
1991), yapilan galigmalar disuk doz idamesi ile
tedavi etkinliginin buyuk O&lgude azaldigini
gostermistir  (Kurlan, 2005). Dopaminerjik
noronlarindaki K* kanallarinin, bu noéronlarin
tonik aktivitesinin kontrolline katkida bulundugu
gOsterilmistir (Liss ve ark., 2001). Bu kanallarin
bloke edilmesi, depolarizasyona neden olarak
ndéron uyarilabilirligini artirr ve bdylece DA
saliniminda bir artisa neden olur (Haghdoost-
Yazdi ve ark., 2011; Sun ve ark., 2010).
Calismalar, 3,4-DAP gibi aminopiridinlerin striatal
dopaminerjik terminallerin elektriksel aktivitesini
artirarak dopamin saliverilmesini  artirdigini
gostermesine ragmen (Damsma ve ark., 1988;
Freeman ve ark., 1987), aksiyon alanlarinin 6zgl
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olmamasi bu ilaglarla tedavinin 6nemli bir
potansiyel dezavantaji gibi gorunmektedir
(Damsma ve digerleri 1988). Bu nedenle, bu
ilagclart  L-DOPA gibi bir ndrotransmiter
prekurséri  ile  birlestirmek, dopaminerjik
noronlardan DA'nin hem sentezini hem de
saliverilmesini artirarak 6zgunliguna artirabilir.
Boylece L-DOPA ve 3,4-DAP’In beraber
kullaniimasi, dusiuk doz L-DOPA kullaniimasina
izin verip yan etkilerini azaltabilir. L-DOPA
tedavisindeki bir diger problem ise, 06zellikle
hastaligin erken dénemlerinde ortaya ¢ikmaya
baglayan yurime fonksiyon bozuklugu Uzerine
etkisinin yetersiz olmasidir. Benzer sekilde
tedavide kullanilan diger ilaglarin da ylrime
fonksiyon bozuklugu Uzerine etkilerinin sinirh
olmasi, s0z konusu sikintinin  sadece
dopaminerjik hipoaktivite ile sinirh olmadigini
isaret etmektedir. Gergekten de PH’deki ylriime
fonksiyon bozukluguna substantia nigradaki
dejenerasyon yaninda, beyin sapindan gelen
spesifik néron gruplarindaki dejenerasyonun da
(pedunculopontine nucleus’tan gelen kolinerjik
noronlar, locus coeruleus’dan gelen
noradrenerjik néronlar, serotonerjik raphe nuclei
gibi) katkida bulundugu gdsterilmistir (Devos ve
ark., 2010). Bu nedenle, birden fazla
noérotransmitteri ayni anda hedeflemek, PH'de
yurime fonksiyon bozuklugu icin faydal olabilir
(Kalia ve ark., 2013). Deneysel calismalar, K*
kanal blokerleri 3,4-DAP ve 4-AP'nin kortikal ve
subkortikal  bdlgelerde  ¢oklu  seviyelerde
norotransmitter saliverilmesini arttirdigini,
boylece multipl skleroz ve omurilik yaralanmalari
gibi patalojik durumlarda meydana gelen ylriime
fonksiyon bozuklugunu iyilestirdigini gdstermistir
(Luca ve Singer 2013; Mainero ve ark., 2004).
Ayrica hayvan galismalari, K* kanal blokerlerinin
PH'nin neden oldugu motor fonksiyon
bozukluklarini iyilestirdigini gostermigtir
(Haghdoost-Yazdi ve ark., 2011; 2017). Diger
taraftan, K* kanal blokerleri ile yapilan nispeten
az sayida klinik calismalarda, 4-AP'in PH'de
yurlyus bozuklugunu onemli Olgude iyilestirdigi
gosterilmistir (Aidi-Knani ve ark., 2015; Luca ve
Singer, 2013; Luca ve ark., 2017; Taherian ve
Ahmadi, 2016). Butin bu ¢ahgmalar, bir
aminopiridin ve L-DOPA kombinasyonunun, L-
DOPA tedavisine direncli olan yUriyts bozuklugu
uzerinde etkili olabilecegini dusundurmektedir.

Son olarak karsilasilan diger énemli problem de
noéroproteksiyondur. L-DOPA, PH'nin
semptomatik tedavisinde kullaniir ve bu
semptomatik tedavi hastaligin ilerlemesini
yavaslatabilir. Ancak son c¢alismalar hem

dopaminerjik nérodejenerasyonu hem de
semptomlari hedef alan yeni farmakolojik
mudahalelerin kesfine odaklanmistir. Yapilan
calismalar, voltaj kapih K* kanallarinin asiri
aktivasyonunun aracilik ettigi hicre ici K*
azalmasinin, kaspaz sisteminin aktivasyonuna
ve apoptoza yol agtigini gostermistir (Shieh ve
ark., 2000). Aminopiridinler ile K* kanal blokaji bu
etkiyi tersine gevirerek (Gobel ve ark. 2013; Luca
ve Singer 2013) apoptozu 6nledidi in vivo ve in
vitro caligsmalar ile ortaya konmustur (Gobel ve
ark. 2013; Hu ve ark. 2006; Li ve ark. 2017).
Dolayisi ile, L-DOPA ve 3,4-DAP’in birlikte
kullanilmasi, PH'nin noérodejenerasyonunu ve
ilerlemesini 6nleyebilecek olasi bir néroprotektif
kombinasyon olabilecegi dusunulebilir. Ancak
aminopiridinler, potansiyel olarak néroprotektif
etkisinin aksine yuksek voltajla aktive olan
kalsiyum kanallarinin beklenmedik aktivasyonu
gibi gesitli mekanizmalar yoluyla néronal atrofiye
de katkida bulunabilirler (Wu ve ark., 2009).
Yuksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallarinin
beklenmedik ve diuzensiz aktivasyonu,
norodejenerasyon gelisimine dogrudan katkida
bulunabilen néronal disfonksiyona yol acar.

Bu calismada, 3,4-DAP ve L-DOPA
kombinasyonunun hem kontrol hem de FeSO4'lin
neden oldugu akut noérodejeneratif kosullarda
striatal dilimlerden DA ve DOPAC saliveriimesi
Uzerindeki etkilerini arastiriimistir. Ek olarak, L-
DOPA 3,4-DAP birlikteliginin  6-OHDA ile
induklenen kronik nérodejenerasyon uzerindeki
etkinligi de test edilmistir. Sonuglarimiz, 1 yM L-
DOPA'nin kontrol kosullarinda striatal dilimlerden
DA saliverilmesini hafif ama anlaml olmayan bir
sekilde artirdigini gosterdi. L-DOPA'nin 3,4-DAP
ile kombinasyonunun doz sinirlamasini telafi edip
edemeyecegini gézlemlemek amaciyla L-DOPA
1 uM konsantrasyonunda kullanildi. L-DOPA ve
3,4-DAP kombinasyonunun kontrol kosullarinda
striatal dilimlerden DA saliveriimesini dnemli
Olgude artirdigini ve bu etkinin 60 dakikalik bir
inkibasyon suresi boyunca onemli diuzeylerde
devam ettigi gézlemlendi. Kontrol kosullarinda
DA saliveriimesini arttirmada kombinasyonun
etkili oldugu konfirme edildikten sonra, bu
tedavinin  etkinligini nérodejeneratif kosullar
altinda incelendi. Demirin PH'de apoptotik veya
nekrotik  mekanizmalar  yoluyla  progresif
nigrostriatal norodejenerasyonun
hizlandiriimasinda rol alan reaktif oksijen
turlerinin  (ROS) sentezini arttirdigi  yapilan
calismalar ile ortaya konmustur (Berg ve ark.,
2001). Bu nedenle bu calismada, akut
nigrostriatal nérodejenerasyonu indiklemek igin
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FeSO. + askorbik asit kullanildi. $ekil 2'deki
veriler, FeSOy ile inkiibasyonun, kontrol grubuna
kiyasla striatal dilimlerden DA saliverilmesini
degistirmedigini gostermektedir. DA'nin aksine,

striatal dilimlerden DOPAC saliveriimesi FeSO4
inkibasyonu ile o6nemli oOlcide azaldi. Bu
norodejeneratif modelde DA duzeyinde L-DOPA
ve 3,4-DAP grubunda anlamh bir artis
bulunmamasina ragmen L-DOPA+3,4-DAP DA
ve DOPAC duzeylerini FeSOs grubuna gore
anlamh olarak artirmistir. Bu sonuglardan yola
cikarak, dopaminerjik ndronlardan DA
saliveriimesini ve DA donusumuinu artirmak igin
duslik doz L-DOPA'nin etkisini potansiyelize

etmek icin  3,4-DAP’In  kullanilabilecegini
soyleyebiliriz.  PH'nin  nigral  dopaminerjik
ndéronlarin %60'InIn dejenerasyonu ile

semptomlarin ortaya ¢iktigini ve boylelikle teshis
edildigi bircok calisma ile kesin olarak ortaya
konmustur (Dauer ve Przedborski, 2003).
Dolayisi ile L-DOPA ve 3,4-DAP kombinasyonun

etkililigini  dopaminerjik  néronlarin  kronik
hasarinda test etmek gerekmektedir. 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA), dopaminerjik

néronlara zarar veren ve in vivo ve in vitro
calismalarda PH modellemesi igin yaygin olarak
kullaniimakta olan bir ndrotoksindir (Gonzalez-
Hernandez ve ark., 2004; Luthman ve ark.,
1989). L-DOPA ve 3,4-DAP kombinasyonunun
kronik norodejenerasyondaki etkinligi, 6-OHDA
enjeksiyonu yapilmis siganlardan hazirlanan
striatal  dilimlerde  degerlendirildi. 6-OHDA
enjeksiyonu yapilmis siganlardan hazirlanan
striatal dilimlerin, kontrol grubuna oranla anlamli
derecede daha dusik doku DA seviyesine ve
spontan DA ve DOPAC saliveriime dlizeylerine
sahip oldugu belirlendi. L-DOPA ve 3,4-DAP ile
DA  saliveriimesinde anlamh bir  etki
gorilmemesine ragmen ve L-DOPA+3,4-DAP
kombinasyonu DA saliveriimesini dnemli dlgtde
arttirdi. L-DOPA+3,4-DAP kaynakh artisin, 3,4-
DAP kaynakl artistan 6énemli 6él¢glide daha fazla
oldugu o6zellikle belirtilmelidir. Ayrica, L-DOPA ve
L-DOPA+3,4-DAP, 6-OHDA grubuna kiyasla
DOPAC saliveriimesini 6nemli 6l¢ide artirdi.
Akut ve kronik noérodejeneratif kosullar altinda
elde edilen bu sonuglar L-DOPA+3,4-DAP
kombinasyonunun PHde terapotik bir
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.

Ancak, bu calismanin birtakim kisithliklarinin
dikkate alinmasi gerekmektedir. Bunlardan ilki
yukarida tartisildigi Gzere L-DOPA ve 3,4-DAP
kombinasyonunun olasi ndroprotektif etkinliginin
gOsterilmemis olmasidir. Bunun yapilacak

calismalarla netlestirimesi gerekmektedir. ikinci
olarak gerec ve yontem kisminda belirtildigi gibi
bu gcalismada erkek cins siganlar kullaniimistir.
Ostrojenin DA nérotransmisyonu  Gzerindeki
etkileri ve noroprotektif etkileri gbz 6nunde
bulunduruldugunda (Becker, 1990; McDermott
ve ark., 1994), bu c¢alismanin 6nemli bir
eksikliginin cinsiyet farkliliklarinin
incelenememesi oldugunu soyleyebiliriz. Ek
olarak, kadinlarda L-DOPA biyoyararlaniminin
daha fazla oldugu gésterilmistir (Shulman, 2007).
Dolayisi ile, bu kombinasyon tedavisinin
etkinliginin ~ disi  siganlar  Uzerinde de
degerlendirilmesinin gerektigi kanisindayiz.

Ozet olarak mevcut sonuglar, etkisiz bir L-DOPA
konsantrasyonunun K* kanal blokori 3,4-DAP ile
kombinasyonunun kontrol veya noérodejeneratif
kosullar altinda DA saliveriimesini 6nemli
derecede arttirdigini acikga gostermektedir.
Aminopiridinlerin ~ yurime  bozuklugu ve
norodejenerasyon Uzerindeki olasi potansiyel
etkileri gbz onlne alindiginda, PD tedavisinde L-
DOPA ile aminopiridin grubu ilag kullanimini konu
alan daha fazla davranigsal ve ndéroprotektif
arastirmanin yapilmasinin, yeni bir terapdtik
strateji gelistiriimesi agisindan onemli oldugu
kanisindayiz.
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GIRIS VE AMAC

Sigara bagimlihgi dinyada 6nde gelen saglik
sorunlarindan birisidir. Dlnya genelinde 1
milyardan fazla insan sigara kullanmaktadir [1].
Turkiye'de ise genel nufusun %26,5’i sigara
kullanmaktadir [2]. Sigara kullanimi ¢ok sayida
saglik sorununa yol agmakta ve her yil gocuklar da
dahil olmak Uzere 6 milyondan fazla insanin
olumune yol agcmaktadir [1, 3].

Sigarada bulunan diger maddeler saglik
sorunlarina yol agmakla birlikte bagimliliga neden
olan madde nikotindir. Nikotin, beyindeki nikotinik

reseptorler Uzerinden mezokortikolimbik
sistemdeki  dopaminerjik  néronlarda  hem
aktivasyon hem de desensitizasyona yol
agmaktadir. Mezolimbik dopaminerjik yolagi

etkileyerek haz hissinin ortaya c¢ikmasina ve
ventral tegmental alan-nukleus akumbensi
etkileyerek stres duygusunun azalmasina neden
olmaktadir. Sigara kullaniminin kesilmesi ile
sinaptik araliktaki dopamin miktari azalir ve sigara
icme arzusu ortaya c¢ikar. Boylelikle nikotin
bagimliliga yol agar [4].

Sosyal politikalar ve ¢evresel kisitlamalar ile sigara
kullanimini azaltmaya yonelik ¢alismalar sigara
kullaniminda azalmaya yol agmistir. Ancak, bu
azalma istenilen orandan uzaktir. 2014 yilinda
Tuarkiye’de sigara kullanan kisilerin genel nifustaki
orani %27,3 iken bu oran 2016 yilinda %26,5'e
dusmustar. Ancak ayni yillar arasinda kadin sigara
kullanicilarinin orani %13,1'den %13,3’e
yukselmistir [2].

ilagsiz midahaleler disinda sigara bagimliiginin
tedavisinde nikotin replasman tedavisi (NRT; bant
ya da sakiz), serotonin-dopamin geri alim
inhibitdri bupropion ve a4p2 nikotinik reseptor
parsiyel agonisti-a7 nikotinik reseptér tam agonisti
vareniklin  kullaniimaktadir. Ayrica, NRT ve
bupropionun birlikte kullanildigi kombine tedavi de
mevcuttur. ilagsiz birakma girisimlerine gére NRT
sigara birakma oranlarini %50-70 [5], bupropion

%80, vareniklin ve kombine tedavi %100
artirmaktadir  [6]. Bu artisa ragmen
farmakoterapi sonrasi sigaranin birakilarak 10
yil icerisinde tekrardan sigaraya
baslanmamasi oranlari tedaviye bagl olarak
%5-35 arasinda degismektedir [7]. Dort yiz
bes sigarakullanicisinin katildigi bir galismada,
1 yil sonunda vareniklin ve bupropion
kullananlarda sigara birakma oranlari sirasiyla
%20,5 ve %18,6 olarak saptanmistir [8].
Nikotinin bagimlihik yapici etkisinin kuvvetli
olmasinin, sigara birakma tedavilerinde
gOrilen dusiuk basari oranlarina neden oldugu
ileri surtlmektedir [4].

Nikotin bagimhliginin ortaya c¢ikmasinda
beyindeki 04B2 ve a7 nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin  rolt buyuktar [4]. Nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin - alt  birimlerinden
bazilarinin sentezinden sorumlu, 15.
kromozom Uzerinde bulunan CHRNA3-A5-B4
gen kumesindeki genetik polimorfizmlerin
nikotin  bagimlihdinin  duzeyini  etkiledigi
gOsterilmisken, sigara badimhlik tedavileri
uzerine etkisi henuz net olarak gosterilmis
degildir [9]. Nikotin bagimhhgindaki roline ek
olarak CHRNA3-A5-B4 gen kumesindeki
genetik polimorfizmlerin alkol, kokain ve opioid
bagimliliklari Gzerine etki gosterdigini saptamis
calismalar literatiirde mevcuttur [10-14].
Nikotin baslica CYP2A6 enzimince basta
kotinine sonrasinda ise trans-3'-
hidroksikotinine metabolize edilir. CYP2B6
enziminin de nikotin metabolizmasinda az da
olsa roli bulunmaktadir [15]. CYP2A6
enziminin aktivitesi, icilen sigara miktari ve
buna bagh olarak gelisen hastaliklarin sikligi
ile iliskili bulunmustur ve CYP2A6 enzimini
kodlayan CYP2A6 genindeki polimorfizmler
enzim aktivitesinin degismesine yol agmaktadir
[16, 17]. Asyalilarda disik CYP2A6 enzim
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aktivitesine bagli olarak icilen sigara miktarinin
azalmasi ile akciger kanseri riskinin, beyaz irka
oranla daha dusik oldugu saptanmistir [18, 19].
Ayrica, CYP2B6 enzimi sigara bagimlihgi
tedavisinde kullanilan bupropionu,
hidroksibupropiona metabolize eden baslica
enzimdir [20].

Coklu ilag Direnci Proteini-1, ABCB1 (MDR1, P-
glikoprotein) kan-beyin bariyerinde yaygin bulunan
bir disa-atim (efluks) transportoridir. Madde
bagimliiginin mekanizmalariyla iligkili olan opioid
peptitler, glutamat, endorfin gibi bazi endojen
noronal mediyatorler ve nérotransmitterler ABCB1
substratidir  [21-23]. Ek olarak, ABCB1
polimorfizmlerinin nikotin disindaki diger bazi
madde bagimliliklarini  etkiledigini  gOsteren
calismalar mevcuttur [24, 25]. Literatlrdeki
calismalarda nikotin, kotinin, bupropion ve
vareniklinin ~ ABCB1 substrati olmadigini
gOsterilmis olmasina ragmen [26-28], yukarida
bahsedilen nedenlerden otara sigara
bagimliiginda ABCB7T’in rolinin daha ayrintili
incelenmesi faydali olabilir.

Bu calismadaki amacimiz; nikotinik reseptor alt
birimlerinden bazilarinin sentezinden sorumlu
CHRNAS, CHRNAA4, CHRNAZS; nikotin
metabolizérd enzimlerin sentezinden sorumlu
CYP2A6, CYP2B6; p-glikoprotein sentezinden
sorumlu ABCB1 genlerindeki polimorfizmlerin
nikotin bagimliik dizeyine ve sigara birakma
tedavilerinin basarisina etkilerinin arastiriimasidir.

GEREG VE YONTEM

Calismamiz, Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Kilinik Arastirmalar Etik Kurulunca etik
bulundu (GO 16/416-03). Katilimcilar Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Go6glis Hastaliklari
Anabilim Dali tarafindan ¢alismaya alindi, genetik
polimorfizm ve kromatografi analizleri Hacettepe
Universitesi Tip Faklltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali’nda yapildi.

Katilmcilar

Calismamiza 18-71 yas arasinda, 130 sigara
kullanan birey ile 130 hig sigara kullanmamis birey
katildi. Nikotin bagimlilik duzeyinin saptanmasi
amaciyla sigara kullanan bireylere Fagerstrom
Nikotin Bagimhlik Testi (FNBT) yapildi ve test
sonuglari nefes karbon monoksit (CO) o6lguimu
(ppm; metrekUpteki partikil sayisi) ile dogrulandi
[29]. FNBT sonucu 7 puan ve Uzerinde olan
bireyler agir nikotin bagimlisi, 7’nin altinda olan
bireyler orta ve hafif nikotin bagimlisi olarak kabul
edildi. Hi¢ sigara kullanmamig bireylerin ise nikotin
bagimlisi olmadigi kabul edildi. Karaciger-bdbrek-

akciger-kalp hastalari, madde bagmiilig
Oykasu olanlar, anksiyete bozuklugu hastalari,
CYP2A6 enzim aktivitesini degistirdigi bilinen
ilaglari kullananlar ve gebeler c¢alismaya
alinmadi. Tedavide tercih edilecek ilaglara,
glncel tedavi kilavuzu géz 6nine alinarak,
FNBT sonucuna gore karar verildi [30]. Sigara
bagimhiginin  tedavisi amaciyla  sigara
kullanicilarina  nikotin  replasman  (n=40),
bupropion (n=47), kombine bupropion ve
nikotin replasman (kombine tedavi, n=15) ve
vareniklin (n=28) tedavileri baslandi. Tedavi
baslangicindan sonra bireyler aylik kontrole
cagrilarak ve 12. haftanin sonunda telefon ile
aranarak sigarayl birakip birakamadiklari
soruldu.

Genetik Analizler

Genetik polimorfizmlerin analizi icin
katihmcilardan EDTA’ll tlplere kan alindi.
Alinan kanlarin 200 puI'sinden Whole Blood
DNA Purification Kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD)
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. CHRNA3
rs578776, CHRNA4 rs1044396-rs1044397,
CHRNAS rs16969968, CYP2A6*1A, *1B, *4,
CYP2B6 rs2279343, ABCB1 rs1128503-
rs2032582-rs1045642 genetik
polimorfizmlerinin analizi icin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon analizi
yontemleri kullanildi. CYP2A6*9
polimorfizminin analizi ise alele spesifik PZR
kullanilarak yapildi.

Yuksek Performansh Sivi Kromatografi
Analizi

Sigara kullanan bireylerin serumundan nikotin
metabolitleri olan  kotinin ve trans-3'-
hidroksikotinin, ylksek performansli  sivi
kromatografi (HPLC) kullanilarak 6lguldu.
Nikotin metabolit orani (NMR; trans-3'-
hidroksikotinin/kotinin) CYP2A6 enzim
aktivitesini  belirlemek amaciyla kullanildi.
Analizlerde degazér, dortlh pompa,
autosampler, kolon siticisi, diod array
dedektérden olugan Agilent Systems 1200
Series (Agilent Technologies, Santa Klara,
Kaliforniya, ABD) ylksek performansli sivi
kromatografi sistemi kullanildi.  Olgtimler,
literatirde daha 6nce tarif edilmis bir ydnteme
gére vyapildi [31]. Olglimlerde elde edilen
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piklerin drnegi Sekil 1’de gdsterilmigtir.

Sekil 1. Nikotin, trans-3'-hidroksikotinin, kotinin, 5-
metilkotinin (internal standart) pikleri

istatistiksel Analiz

Nikotin bagimlilik diizeylerine ayrilan gruplarda, yas
Kruskal-Wallis testi kullanilarak, cinsiyet ve sigara
kullananlarda nefes CO olcim dizeyleri Mann-
Whitney U testi kullanilarak analiz edildi. CHRNA,
CYP2A6, CYP2B6 ve ABCBf1 genetik
polimorfizmlerinin genotip ve alel sikliklarinin
karsilastiriimalarinda ki-kare ve Fischer testleri
kullanildi. ABCB1 haplotiplerinin karsilastiriimasi da
ayni sekilde yapildi.

Plazma trans-3'-hidroksikotinin, kotinin dizeylerinin
istatistiksel analizi, ng/ml olarak dlgllmus sonuglarin
logaritmasi alindiktan sonra, Mann Whitney-U ve
Kruskal-Wallis testleri kullanilarak yapildi. Kruskal-
Walllis testi sonrasi post-hoc analizler Dunn testi
kullanilarak yapildi.

istatistiksel analizler Graphpad Prism Version 6.02
programi (La Jolla, Kaliforniya, ABD) kullanilarak
yapildi. istatistiksel glic hesaplamasi, analiz
sonucunda sigara bagimlihdi ile anlamli iligkisi
saptanan genetik polimorfizmler igin yapildi. Gug
hesaplamasinda Power and Sample Size Calculator
programi kullanildi [32].

BULGULAR

Demografik Bulgular ve Sigara Birakma
Oranlari

Calismaya katiimis bireylerin demografik bilgileri ve

nikotin bagimllik dizeyine gore ayriimig sigara
kullanicilarinda  nefes  CO  degerlerinin
karsilastirilmasi Tablo 1'de gdsterilmistir. Tedavi
baslangicindan 12 hafta sonra sigara kullanan
130 bireyden 44’U (%33,8) sigarayi birakabildi.
Agir nikotin bagimlilarinda sigara birakma orani
%41,7, orta-hafif nikotin bagimhlarinda ise
sigara birakma orani %27,1 idi. NRT kullanmis
bireylerin %20’si, bupropion kullanmig bireylerin
%29,8’'u, kombine tedavi kullanmis bireylerin
%40’1 ve vareniklin kullanmis olanlarin %57,1’i
tedavi baslangicindan 12 hafta sonra sigara
kullanmayi birakmis durumdaydi (p= 0,013,
Sekil 2).

Tablo 1. Demografik bilgiler ve sigara
kullananlarda nefes CO 6l¢cliim sonuglarinin
karsilastiriimasi

Cinsiyet Yas Cco
Erkek; Kadin; Duzeyi
n (%) n, (%) (ppm)
Agir Nikotin 33, 27, 36,5+ 17,113
Bagimhlari (55) (45) 1,3
Orta-Hafif
N 37 33 416
Nikotin : ’ ’ 11,6 £0,7
Bagimlilari (52,9) (47.1) 1.7
Sigara 57, 73, 416+
Kullanmayanlar  (43,8) (56,2) 1,1
p Degerleri 0,852 0,051 ***0,0003

Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak
gosterilmistir.
ppm: metrekipteki partikil sayisi

p=*0,013
1
100 !

30

20

0
NRT

Sigara Birakma Oramu (%)
=
[=]

n (say1) Bupropion Btf\r‘%p%on Vareniklin Toplam
Sigarayt Birakamayan 32 33 9 12 86
m Sigarayi Birakabilen g 14 6 16 44

W Sigaray1 Brrakabilen = Sigaray: Brrakamayan

Sekil 2. Calismaya katilan 130 sigara
kullanicisinda tedaviye gore sigara birakma
oranlari: NRT'de %20 (%95 Guven Aralidi: 7,6-
35,2), bupropion tedavisinde %29,8 (%95 GA:
16,7-47,6), bupropion+NRT’de %40 (15,2-77,9),
vareniklin tedavisinde %57,1 (38,8-92,2). Ki-
kare testi sonucunda p= 0,013, x2= 10,81, df
(degree of freedom)= 3 olarak saptandi.
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CHRNA Genetik Polimorfizmleri ile Nikotin
Bagimlihk Duzeyi ve Tedavi Sonrasi Sigara
Birakma Oranlari Arasindaki lligki

CHRNA4 rs1044396 homozigot polimorfik AA
genotipi ve CHRNAS rs16969968 homozigot
polimorfik AA genotipi/polimorfik A aleli, nikotin
bagimlilik diizeyinin daha disuk seviyede olmasi ile
iligkili bulundu (p dederleri sirasiyla 0,02, 0,22 ve
0,003). incelenen CHRNA genetik polimorfizmleri ile
sigara bagimhlik tedavilerinin basari oranlari
arasinda bir iligki gozlenmedi. Nikotin bagimlilik
dizeyinin CHRNA genotipleri ile olan iligkisi Tablo
2'de, CHRNA alelleri ile olan iligkisi ise Tablo 3'de
gOsterilmistir.

Tablo 2. CHRNA genotiplerinin sirasiyla agir
nikotin bagimlilarinda, orta-hafif nikotin
bagimlilarinda, sigara kullanmayanlarda sikliklari
ve istatistiksel analiz sonuglari

Agir Orta-hafif Sigara

CYP2A6 ve CYP2B6 Genetik Polimorfizmleri
ile Nikotin Bagimlilik Duizeyi, Tedavi Sonrasi
Sigara Birakma Oranlant ve Trans-3'-
Hidroksikotinin, Kotinin Diizeyleri, NMR
Arasindaki iligki

CYP2A6 genetik polimorfizmleri hizli
metabolizér  (Genotip; *1A/M1A, *1A/*1B,
*1B/*1B), orta hizli metabolizér (*1A/*9, *1B/*9)
ve yavas metabolizor (*1A/*4, *1B/*4, *4/*4,
*4/*9, *9/*9) olmak Uzere (¢ metabolizma
grubuna ayrilarak analiz edildi (16). CYP2A6
genetik polimorfizmleri ile nikotin bagimlihiginin
dizeyi arasinda bir iliski saptanmadi (Tablo 4).
Ayrica, CYP2A6 genetik polimorfizmleri ile
tedaviye bagli sigara birakma oranlari arasinda
da bir iligki gozlenmedi.

Tablo 4. CYP2A6 genetik polimorfizmlerinin
nikotin bagimlilik dizeyine gore gruplardaki
dagilimi (p= 0,255; x2= 5,335; df=4)

Genetik . nikotin nikotin kullanmay p; X2; . ; . Orta-hafif .
polimorfizm Genotip bagimhilan bagimhilan anlar: n; df Aglr nikotin nikotin S|gara
n; (%) n; (%) (%) bag]llnz‘!/lol)arl, bagimlilan; kulla:r'n(iz)anlar,
cc 23; (38,3) 28; (40) 51; (39,2) ’ n; (%) ’
ardhe cT 28(67)  4w@se) 6062 (0, HizZb  49,(817)  57;(814) 102; (78,5)
) ] i A metabolizér
T 9; (15) 8 (11,4) 19; (14,6) Orta hil
GG 18; (30) 16; (22,9) 39; (30) metabolizér 11; (18,3) 8; (11,4) 19; (14,6)
CHRNA4 _ : ) *0,02;
1044396 GA 32; (53.3) 37; (52,9) 45346) 75042 Yavas o 0) 5 (7.1) % (6.9)
AA 10; (16,7) 17; %24,3 46; (35,4) metabolizdr , s\ ; (6,
cc 18; (30) 16; (22,9) 46; (35,4)
CHRNA4 _ _ _ 0,556; . .
51044397 cT 31:(51.7) STi(629) 51392 4373 Metabolizma gruplari arasinda enzim hizinin
il 1089 11243 %5 (254) azalmasiyla birlikte trans-3'-hidroksikotinin
GG 19; (31,7) 12; (17,1) 18; (13,8) . . , -
CHRNAS5 _ _ _ *0,022; diuzeyinde ve NMR’de azalma, Kkotinin
rs16969968 GA 82;(53.9) 35;(50) 68 (523) 7 gézg; 2 . . . .
AA 9 (15) 23:(329) 44 (338) dizeyinde ise artma saptandi. Kotinin

CC (GG)+CT (GA) vs TT (AA) karsilastirma analizinde elde edilen p, x2 ve df dederleri gosterilmistir.

Tablo 3. CHRNA alellerinin sirasiyla agir nikotin

bagimlilarinda, orta-hafif nikotin bagimlilarinda,

sigara kullanmayanlarda sikliklari ve istatistiksel
analiz sonuglari

Orta-hafif

po(I;i(rer:‘::fiil;m Alel I:)galgrlrrlfll:l(lf;:‘ b:girr?l}::;n kuﬁ%?:rrlzya p; X2; df
n; (%) n; (%) nlar: n; (%)

CHRNA3 C 74; (61,7) 90; (64,3) 162; (62,3) 0,894;
rs578776 T 46; (38,3) 50; (35,7) 98; (37,7) 0,222;2
CHRNA4 G 68; (56,7) 69; (49,3) 123; (47.3) 0,233;
rs1044396 A 52; (43,3) 71; (50,7) 137; (52,7) 2,916;2
CHRNA4 c 67; (55,8) 69; (49,3), 143; (55) 0.474;
rs1044397 T 53; (44,2) 71; (50,7) 117; (45) 1,493; 2
CHRNA5 G 70; (58,3) 59; (42,1) 104; (40) *0,003;
rs16969968 A 50; (41,7) 81; (57,9) 156; (60) 11,71; 2

dizeyindeki ve NMR’deki gruplar arasindaki
farklarin istatistiksel olarak anlamlilik tasidigi
gozlendi (p degerleri sirasiyla 0,004 ve 0,011).
HPLC analizi neticesinde elde edilen sonuglar
Tablo 5'de gosterilmistir.

Tablo 5. CYP2A6 enzim hizina goére
gruplardaki trans-3'-hidroksikotinin, kotinin
diuzeyleri ve NMR

Hizh Orta-hizh Yavas P
metabolizér metabolizor metabolizor degerleri
Trans-3'-
hidroksikotinin; - 494 4 49 398+ 83 234495 0,29

(ng/ml)

Kofinin; 348 + 20 383 + 56 1046 + 216 0,004
(ng/ml)

NMR 1,57 £0,14 0,99 £ 0,29 0,78 £ 0,17 0,011

Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir.

CYP2B6 rs2279343 genetik polimorfizmi ile
nikotin bagimlihk duzeyi, tedavi sonrasi sigara
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birakma oranlari ve trans-3'-hidroksikotinin, kotinin
duzeyleri, NMR arasinda bir iligski saptanmadi.
ABCB1 Genetik Polimorfizmleri ile Nikotin
Bagimliik Diizeyi ve Tedavi Sonrasi Sigara
Birakma Oranlan Arasindaki iligki

ABCB1 rs1128503 polimorfik T aleli ve ABCB1
rs2032582 polimorfik T/A alelleri, nikotin bagimhlik
dizeyinin daha disuk dizeyde olmasi ile iligkili
bulundu (p degerleri sirasiyla 0,01 ve 0,018). Ayrica,
ABCB1rs1128503-rs2032582-rs1045642 polimorfik
TT-TT-TT haplotipinin  de nikotin  bagdimhlik
duzeyinin daha az duzeyde olmasi ile iligkisi oldugu
saptandi (p= 0,047). Haplotip analizi sigara
kullananlar ve sigara kullanmayanlar olarak iki
grupta incelendiginde ise bu istatistiksel anlamhligin
arttig1 gézlendi (p= 0,018, Sekil 3).

*0,018
1

r 1
100
80

70

60
50
40
30
20
10

Haplotip Frekansi (%)

Sigara Kullanmayanlar Sigara Kullananlar

Sekil 3. ABCB1 rs1128503-rs2032582-rs1045642
haplotiplerinin sigara kullananlarda ve
kullanmayanlarda karsilastiriimasi. Polimorfik TT-
TT-TT haplotip frekanslari sirasiyla %21,5 (%95 GA
= 14,5-30,3) ve %10,8 (5,4-16,7) olarak saptandi
(p= 0,018, x2= 5,57, df = 1) (w: TT-TT-TT haplotipi,
o: Diger haplotipler) ([33] numarali referanstan
uygulanmistir.).

ABCB1 genetik polimorfizmleri ile tedaviye bagh
sigara birakma oranlari arasinda ise iligki
saptanmadi.

TARTISMA VE SONUG

Tark toplumunda CHRNA3 rs578776, CHRNA4
rs1044396-rs1044397, CHRNAS rs16969968,
CYP2A6*1A-*1B-*4-*9, CYP2B6 rs2279343,
ABCB1 rs1128503-rs2032582-rs1045642 genetik
polimorfizmlerinin, nikotin bagimhlik dizeyine ve
sigara bagimlihik tedavileri Uzerine etkilerinin
arastirildigi  calismamizda; CHRNA4 rs1044396,
CHRNAS rs16969968 ve ABCB1 rs1128503-
rs2032582-rs1045642 polimorfizmlerinin  nikotin

bagimlilik duzeyini etkiledigini saptadik. Ayrica,
CYP2A6*1A-*1B-*4-*9 polimorfizmlerinin
plazma trans-3'-hidroksikotinin  dizeyini ve
nikotin metabolit orani Uzerine etkisi oldugunu
gozlemledik. Ek olarak, sigara bagimllk
tedavilerinin  basari  sirasinin;  vareniklin>
kombine tedavi (bupropion + NRT)> bupropion>
NRT seklinde oldugunu gozlemledik.

Nikotin  bagdimhilik dizeyine goére ayrilan
gruplarda, yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. Onceki bazi
calismalarda agir nikotin bagimlilarinin daha
erken yaslarda sigaraya basladigi ve ¢cogunlukla
erkek oldugu bildirilmistir [34, 35]. Calismamizda
bu yénde bir ~ bulguya rastlanmadi.
Calismamizda, beklenenin aksine orta-hafif
nikotin bagimhlarinda sigara birakma oraninin
(%27,1) agir nikotin bagimlilarina (%47,1) goére
daha dusuk saptanmasi, secilen tedavi ile iligkili
olabilir. Tedavi kilavuzu geregi, orta-hafif nikotin
bagimlilarinda daha ¢ok NRT tercih edilmisken,
agir nikotin bagimhlarinda daha ¢ok vareniklin
kullanilmistir [30]. Vareniklinin hem bupropion
hem de NRT'ye goére daha etkili bir tedavi
yontemi  oldugu o6nceki yapimis  klinik
calismalarda gdsterilmistir [36]. Literatlrde
kombine tedavinin vareniklin tedavisinden daha
etkili oldugunu goésteren galismalar bulunmakla
birlikte, calismamizda bu ydnde bir sonug ortaya
cikmadi.

Nikotinik reseptorlerin  beynin 6dullendirme
mekanizmasinda gorev almasi nedeniyle hem
bagimlilik mekanizmalarina hem de bagimlilik
tedavilerine etki edebildigi ileri surtlmektedir.
CHRNA genetik polimorfizmlerinin hem nikotinik
reseptorlerin  fonksiyonunda hem de mMRNA
ekspresyonunda degisiklige yol acarak etkilerini
ortaya ¢ikardigi iddia edilmistir [9].

CHRNAJS geninin kodladigi a5 nikotinik reseptor
alt birimi olmayan knock-out farelerde yapiimis
calismalarda, a5 nikotinik reseptor alt biriminin
beyinde habenula-interpedinkiler yolak
aracilihgiyla nikotinin rahatsiz edici etkilerini
duzenledigi hipotezi ortaya atiimistir [37-39]. Bu
hipoteze gbre a5 reseptorleri sinyalleri
araciligiyla nikotinin rahatsiz edici etkisi artarak,
nikotin alimi azalmaktadir. CHRNAS
rs16969968 polimorfik A alelinde ise a5 nikotinik
reseptor alt birimindeki amino asit diziliminin
398.sirasindaki aspartik asit, asparajin ile yer
degistirir. Asparajinin negatif yUkli olmasi
nedeniyle bu degisimin Ca*? gegcirgenligini
arttirdi§i iddia edilmektedir [40]. Bahsedilen bu
calismalarin  sonuglarina gére, CHRNAS
rs16969968 polimorfik A alelinde reseptor
aktivitesinin artmasi ile nikotinin caydirici etkileri
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artacak ve nikotin bagimlihk duzeyi dusecektir.
Calismamizda elde ettigimiz sonu¢ da bu yéndedir.
Ancak beyaz irkta yapilan calismalarda CHRNAS
rs16969968 polimorfik A alelindeki Ca*? gegirgenlik
artisi, nikotinin haz verici etkisinin artmasi ile nikotin
bagimhlik dizeyinde ylkselme ile iligkilendirilmistir

[40].

Literatirde CHRNAS  rs16969968 genetik
polimorfizminin beyaz irkta nikotin bagimhhk
dizeyini etkiledigine  dair  kuvvetli kanit

bulunmaktadir [41]. Ancak diger CHRNA genetik
polimorfizmleri icin kanit dizeyi bu kadar kuvvetli
degildir [42]. CHRNA genetik polimorfizmlerinin
bagimhlik tedavilerini etkiledigine dair kanitlar ise
celiskilidir [9, 43]. Bazi ¢alismalar CHRNAS5/A3/B4
gen kiUmesi Uzerindeki polimorfizmlerin tedavi
sonras! sigara birakma oranlarini etkiledigini
bildirmigken [44-48], diger bazI calismalar herhangi
bir iliski saptayamamistir [49-52]. Beyaz irkin aksine
Afrikalilarda CHRNA rs16969968 genetik
polimorfizminin nikotin bagimhligina  etkisi
gosteriimemigken, CHRNAS5-A3-B4 gen kumesi
Uzerindeki diger genetik polimorfizmlerin tedavi
sonrasi sigara birakma oranlari ile iliskisi
gOsterilmistir [53].

Calismamizda CHRNA4 rs1044396 homozigot
polimorfik AA genotipi nikotin bagimlilik dizeyinin az
olmasi ile iligkili bulundu. Bu sonug¢ Cin’de yapiimis
iki ayrt g¢alismanin sonucu ile uyumluluk
gOstermektedir. Bu  c¢alismalarda  CHRNA4
rs1044396-rs1044397 genetik polimorfizmlerinin
yabanil tip alellerini tasiyan Kkigilerde nikotin
bagimhlik dizeyinin yukseldigi saptanmis ve bu
kisilerin daha erken yaslarda sigaraya basladigi
sonucuna varilmigtir [54, 55]. Ayrica, ©nceki
calismalarda CHRNA4 rs1044396 polimorfik A
alelinin depresyon, anksiyete bozuklugu, duygu-
durum bozukluguna karsi koruyucu etkisi oldugu

gOsterilmistir [56-58]. CHRNA4 genetik
polimorfizmlerinin  bagimhhik ve duygu-durum
uzerinde gosterdigi  etkiler, 04p2 nikotinik

reseptorlerin beyin dopaminerjik sistemi Uzerine
etkileri ile agiklanabilir. a4p2 nikotinik reseptorlerin
elektrofizyolojik ~ cevaplarinin  incelendigi  bir
calismada CHRNA4 rs1044396-rs1044397
haplotipleri arasinda farkli cevaplar saptanmigtir
[69]. CHRNA4 rs1044396-rs1044397 genetik
polimorfizmleri, beyinde kognisyon ve duygu-
durumu dizenleyen sistemlerden birisi olan
kolinerjik sistemin isleyisini degistirerek nikotin
bagimlilik duzeyinde degisime yol agiyor olabilir.

Beyaz irkta yapilmis c¢alismalarda CHRNAS3
rs578776 genetik polimorfizminin nikotin bagimlihk
dizeyini etkiledigine dair farkli sonuglar elde
edilmistir [9, 60-63]. Cin’de yapilmis bir ¢calismada
ise CHRNAS3 rs578776 genetik polimorfizmi yabanil

tip C alelinin, ilagsiz sigara birakma
girisimlerinde sigara birakma oraninin az olmasi
ile iliskisi saptanmistir [64]. Ayrica, Afrikalilarda
CHRNA3 rs578776 genetik polimorfizminin
nikotin  bagimhihk duzeyi ile bir iligkisi
saptanmamistir  [61]. Calismamizda Turk
toplumunda, CHRNA3 rs578776 genetik
polimorfizminin hem nikotin bagimhlik dizeyi ile
hem de sigara bagimlihk tedavilerinin basar
oranlari ile iligkisi saptanmamistir.

LiteratUrdeki ¢calismalarda CY2A6 enzim hizi ile
nikotin bagimlilik diizeyi arasinda iliski saptamis
calismalar mevcuttur [42]. Ek olarak, nikotin
replasman tedavisinde duslUk enzim hizina
sahip kisilerde daha ylksek sigara birakma
oranlari saptanmistir [65, 66]. Bu sonugclara
bagli olarak literatirde ylksek enzim hizina
sahip kimselerde vareniklin tedavisinin tercih
edilmesi yoninde tavsiye bulunmaktadir [67].
Calismamizda hizli, orta-hizli ve vyavas
metabolizdr olmak Uzere 3 gruba ayrilan sigara
kullanicilarinda, gruplar arasinda kotinin dizeyi
ve CY2A6 enzim hizinin gostergesi olan
NMR’de istatistiksel olarak anlamli  fark
saptandi. Ancak, oOnceki calismalarin aksine
CY2A6 genetik polimorfizmlerinin  nikotin
bagimlilik dizeyine ve NRT’de sigara birakma
oranlarina  etkisi yoninde bir bulguya
rastlamadi. Calismamizdaki bu bulgunun daha
fazla gonallintn katihmi ile yapilacak ¢aligmalar
ile kontrol edilmesi faydali olacaktir.
CYP2B6 rs2279343 genetik
polimorfik G alelinde, azalmis protein
ekspresyonuna bagli olarak enzim hizinda
azalma oldugui ileri strdlmastur [68]. Buna bagh
olarak nikotinin kotinine dénisiminde azalma
beklenir. Ancak CYP2B6 enziminin nikotin
metabolizmasinda rolinin az olmasi, CYP2B6
genetik polimorfizmlerinin nikotin bagimliigina
etki etmeyisine yol agabilir. Calismamizda
CYP2B6 rs2279343 genetik polimorfizmi ile ilgili
elde ettigimiz sonu¢ da bu yéndedir.

Nikotin ve kotininin beyinde yaygin dagilim
gOstermesi ve ayrica agir nikotin bagimhlarinda,
orta-hafif nikotin bagimhlarina goére, nikotinin
akcigerlerden daha yavas temizlenmesi nikotin
veya metabolitlerinin  vucutta dagihminda
tasiyici bir proteinin rol aldigini
dusundurmektedir [69, 70]. Ancak, nikotin ve
major metaboliti kotininin emilim ve dagiliminda
rol alan tagsiyici bir protein tanimlanabilmis
degildir [71]. In vitro bir calismada ise nikotin ve
kotininin ABCB1 substrati olmadigi saptanmistir
[26]. Literatirdeki bu bulgulara ragmen,
calismamizda ABCB71 rs1128503-rs2032582-
rs1045642 homozigot polimorfik TT-TT-TT

33

polimorfizmi



haplotipi, nikotin bagimhlik dizeyinin dusuk
dizeyde olmasi ile iligkili bulundu. Bu haplotipin
ABCB1 aktivesinde azalmaya yol actigi ve klinik
acidan o6nem arz ettigi Onceki calismalarda
gosterilmistir [72]. Calismamizda elde ettigimiz

sonug, ABCB1?’in madde bagimliliginin
mekanizmalariyla iligkili olan opioid peptitler,
glutamat, endorfin gibi bazi endojen ndronal

mediyatorler ve norotransmitterlerin transportotu
olmasi ile ilgili olabilir [21-23]. Dahasi, ABCB1
polimorfizmlerinin  nikotin  digindaki diger bazi
madde  bagimlihklarini  etkiledigini  gosteren
galismalarin mevcudiyeti elde ettigimiz sonucu
destekler niteliktedir [24, 25].

Bu cgalismanin  bulgulari, nikotin  bagimhhk
tedavilerinin toplumumuz i¢in daha uygun hale
getirilerek sigara birakma tedavilerinin daha etkili
hale getiriimesine katki saglayabilir. Béylece 6nde
gelen saglik sorunlarina yol agan sigara kullanimi
azaltilarak toplum sagligina katkida bulunulacaktir.
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Probiyotiklerin Kronik Neonikotinoid
(Acetamiprid, imidacloprid) Toksisitesi
Uzerine Etkilerinin Siganlarda
Arastiriimasi

Cigdem SEVIM

GIRIS VE AMAC

Probiyotikler, belirli miktarlarda tiketildiginde
konakgl saghgi Ulzerinde olumlu etkilere
neden olan mikrobiyel gida katkilari olarak
tanimlanmaktadir [1]. Probiyotiklerin;
pestisitler, agir metaller ve aflatoksin gibi
cevresel toksinlerin  emilimini  dnledigini
gOsteren bircok bilimsel calisma
bulunmaktadir [2, 3]. Calismalardan elde
edilen sonuglar probiyotik  kullaniminin
insanlarin ve hayvanlarin saglikli
beslenmesinde ve mikrobiyal
enfeksiyonlardan korunmasinda ucuz ve
guvenli bir yol olduguna isaret etmektedir [4].
Probiyotiklerin mide asitligi, safra tuzlari, ve
cesitli enzimlere ragmen bagirsaga gecip
kolonize olmalari ve canliliklarini
koruyabilmeleri icin, dizenli olarak
tiketilmesi gerekmektedir[5]. Bir¢ok bilimsel
galisma duzenli olarak probiyotik ve
artinlerinin aliminin vitaminlerin
biyosentezine (6rnegin, vitamin K) ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna katki
sagladigini, ayrica mukozal epitel Uzerindeki
baglanma yerleri icin patojenik mikroplarla
rekabet ederek  konakgi  bagisikhgini
guglendirdigini ve insan saghgdina bir ¢ok
alanda katki sagladigini ortaya koymustur [6-
9]. Saccharomyces boulardii (S. boulardii),
Ustun fizyolojik ve metabolik 6zellikleri olan bir
probiyotik mayadir. S. Boulardii, Dinya
Saglik Orgitii (WHO) tanimina gore (“Yeterli
miktarda uygulandiginda, konaga saglik
yarari saglayan canli bir mikroorganizma”)
probiyotik olarak kabul edilmistir. S. boulardii,
enfeksiydz enterit ve Clostridium-difficile ile
iliskili  enterokolopatilerin  6nlenmesi ve
tedavisi icin yaygin sekilde kullaniimaktadir.
Genellikle toksikolojik arastirmalarda laktik
asit bakterileri tercih edilmis ve bunlarin
canlihgini koruyabilmesi, kolonilesmesi ve
toksik maddelere baglanma kapasitesi analiz
edilmistir. S. Boulardii'nin ¢alismamizda
tercih edilme sebebi ise, toksikolojik
arastirmalarda kullanildidina dair literatlrde
bir c¢alismanin  bulunmamasidir.  Yine
galismamizda  toksik madde  olarak
kullandidimiz neonikotinoidler de zirai alanda

yaygin sekilde kullanildigi igin ¢calismamizda
tercih edilmistir. insektisitlerin en yeni sinifi
olan neonikotinoidler, delici emici zararlilara
karsi bitki koruma i¢in mikemmel potens ve
sistemik etkiye sahiptirler [10]. Ozellikle
imidacloprid’in  (IMI) boéceklerde  ylksek
toksisite gostermesi, diinya capinda yaygin
olarak  kullaniimasini  saglamistir ~ [11].
Acetamiprid  (ACE) ise  neonikotinoid
grubunda Uretimine baslanan ikinci bilesik
olup, ilk kez mospilan ticari adi ile Japonya’da
satisa sunulmustur. Neonikotinoidler
kesfedildikten yaklasik 20 yil sonra insektisid
pazarina hakim olmus ve diinya ¢apinda yillik
satigslari 3.5 milyar dolari asmistir.
Neonikotinoidlerdeki aktif maddenin yillik
uretimi 2010 yilinda yaklasik 20.000 ton
oldugu tahmin edilmektedir ve 2012 yilinda
bitki koruma amaciyla yapilan satiglarin
%85'ini  neonikotinoidler olusturmustur [12-
14].  Neonikotinoidlerin  disik  memeli
toksisitesine sahip olduklari yonindeki asli
inanca  ragmen, artan  neonikotinoid
kullaniminin  insanlarda, omurgali  ve
omurgasiz hayvanlarda ndrotoksisite,
immunotoksisite, hepatotoksisite,
nefrotoksisite ve reproduktif sistem Uzerinde
ciddi sitotoksik etkilerinin oldugu yapilan
calismalarla belirlenmistir [15-17]. ACE’nin
hepatik membran yapisina zarar vererek,
hepatoseluler hasara neden oldugu ve
omurgalilarda savunma bariyerlerini
bozdugunu ve pro-inflamatuar sitokin artisina
sebep oldugu gosterilmistir [18, 19]. IMI (2.5,
5 ve 10 mg/kg ) 28 giinden daha uzun siire
farelere uygulandiginda, yiksek dozunun
Ozellikle hiicre aracih bagisiklik yanitini
baskiladigi ve gecikmis tipte asiri duyarlihk
yanitini  azalttigr  bulunmustur.  Yapilan
c¢alismalarin sonuglari, IMI'nin 5 mg/kg'dan
yuksek dozlarinin immiinsipresif etkiye sahip
oldugunu ve uzun sireli IMI maruziyetinin
bagisiklik sistemine zararli olabilecegini
gOstermistir [20]. Bunlara benzer yapilan
birgok g¢alismada da neonikotinamidlerin pro-
inflamatuar sitokin ekspresyonunu arttirdigini
gOstermistir. Bizde c¢alismamizda, ratlarda
neonikotinoid pestisitler ile olusturulan kronik
toksisite deneyinde; karaciger, bagdirsak,
bobrek ve beyin dokusu Uzerinde pestisitlerin
olas! toksik etkilerinin bir probiyotik olan S.
Boulardii ile 6nlenilmesini amacladik.
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GEREG VE YONTEM

Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

Tdm deneysel girisimler Atatirk
Universitesi'ne ait Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi (ATADEM) Atatlrk
Universitesi blnyesinde yer alan Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'dan 30.11.2017
tarih ve 42190979-000-E.1700332023 sayih
belge ile yerel etik komite kurallarina uygun
olarak yurutilmustar.

Deneylerde Wistar Albino yetiskin erkek
siganlar (200-300 g) kullanilmistir. Tim
hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda,
12/12 saat aydinhk-karanlik déngustinde,
yiyecek ve igcecek alimlari serbest olacak
sekilde barindiriimistir.

ilaglarin Hazirlanis!

Reflor: Coézicl olarak steril su kullaniidi.
1ml'sinde 1x10° CFU/gin mantar olacak
sekilde hazirlanip, oral gavaj yoluyla ratlarin
agirhgina gore hesaplanarak 90 giin boyunca
verildi.

Gortca: 1ml'sinde 5.7 mg/kg madde olacak
sekilde hazirlanip, oral gavaj youyla ratlarin
agirhgina gore hesaplanarak 90 giin boyunca
verildi. Doz icin referans ‘U.S. Environmental
Protection Agency. 1995. Imidacloprid;
Pesticide Tolerance and Raw Agricultural
commodities. 40 CFR Part 180 Section 472’
tanimlanan NOAEL olarak belirlenmistir.

Mosetam: 1ml'sinde 12.4 mg/kg madde
olacak sekilde hazirlanip, oral gavaj youyla
ratlarin agirhgina goére hesaplanarak 90 gun
boyunca verildi. Doz igin referans ‘European
Commission Health & Consumer Protection
Directorate-General Directorate e — food
safety: plant health, animal health and
welfare, international questions e1 - plant
health’ tanimlanan NOAEL olarak
belirlenmisgtir.

Deney Plani

Calisma 5 deney grubu ve bir kontrol grubu
olmak Uzere 6 gruptan olusturuldu. Her
grupta 12 hayvan olmak Uzere 72 adet erkek
sican kullanildi. Deneye baslamadan oOnce
tim hayvanlar tartilarak asagidaki gruplarda
belirtilen deney protokollerine alindi.

Deney gruplari asagidaki gibi planlandi:

Grup 1) Kontrol: Higbir girisimde bulunulmadi,
serbest yem ve alimlari saglandi.

Grup 1) Probiyotik: 1x10° CFU S.Boulardii

oral gavaj yolu ile 90 glin boyunca her gin
ayni saatte verildi.

Grup Ill) Acetamiprid: 12.4 mg/kg acetamiprid
oral gavaj yolu ile 90 gin boyunca her gin
ayni saatte verildi.

Grup 1IV) Acetamiprid + Probiyotik: 12.4 mg/kg
acetamiprid ve 1x10° CFU S.Boulardii oral
gavaj yolu ile 90 gin boyunca her gin ayni
saatte verildi.

Grup V) Imidacloprid: 5.7 mg/kg imidacloprid
oral gavaj yolu ile 90 glin boyunca her gin
ayni saatte verildi.

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: 5.7 mg/kg
ve 1x10° CFU S.Boulardii oral gavaj yolu ile
her glin olacak sekilde 90 gliin boyunca verildi.

Agirlik Olgiimii

13 hafta boyunca, Pazar glnleri ayni kosullar
altinda sicanlar tartilarak, agirliklar kayit
altina alind1 ve buna gére doz ayarlamalari
yapildi.

Biyokimyasal Analizler

Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz
(ALP), Laktik asit dehidrogenaz (LDH), ve Ure
icin serum enzim aktiviteleri ve hematolojik
parametrelere bakildi.

Patolojik Analizler
Histopatolojik inceleme

Karaciger, bobrek, beyin ve bagirsak
dokularindan inceleme icin  hazirlanan
preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile
boyanip 1sik mikroskobu ile incelendi. Kesitler
histopatolojik bulgulara gére yok (-), hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirildi.

immunohistokimyasal inceleme

Beyin dokusunda 8 OHdG ve GFAP immuno-
pozitifligi, bagirsak dokusunda IL-6 immino-
pozitifligine bakildi.

Kalinti Analizleri

Dokular (karaciger ve bobrek) kontrol grubu
hayvanlarindan kullanildi ve spike egrilerinin
(0, 0.1, 0.25, 0.5 ve 2 ug/ g) olusturulmasi igin
blank olarak kullanildi. 0.5 gr dokuya, 1.5 ml
nanopure su ve 0.1 pg ethirimol (internal
standart) ilave edildi. Dokular mekanik olarak
homojenize edildi, ve 2 mL diklorometan
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eklendikten sonra karisim 10 dakika
karistirildi. Daha sonra karisim 4000 rpm'de
5 dakika santrifijlendi ve diklorometan
tabakasi ayrildi. Su katmanina 10 yL HCI 6M
eklendi ve 2 ml diklorometan ilave edilerek
ekstraksiyon proseduri tekrarlandi.
Birlestirilen organik fazlar, azot altinda
kuruyana kadar buharlastirildi. Kalinti, 100 pL
metanolde sulandirildi ve Sivi kromatografi-
kitle spektrometresi (LCMS) analizi igin
kullanildi. Karaciger ve bébrek dokularinda
imidacloprid, acetamiprid ve 6-chloro nikotinik
asit (6-CNA) diizeylerine bakildi.

Genotoksik Analiz (Comet Testi)

10 M NaOH ¢ozeltisi ile pH 10’a ayarlandi ve
+4 °C de saklandi. Kimyasallarin tartimi
yapilip 900 ml distile su igerisinde ¢ozuldu
(pH 12 olana kadar 10M NaOH ilave edilir ve
yaklasik 8.5 olana kadar beklendi). Daha
sonra pH 10 olana kadar NaOH ilave
edilmeye devam edildi. Cozeltinin hacmi
distile su ile 1000 ml ye tamamlandi. Lamlarin
hazirlanmasi igin pozitif yukli lamlar 50 mL’lik
falkon igerisinde hazirlanan ve yaklasik 40 °C
sicaklikta olan NMA c¢ozeltisine daldirildi.
Agarozun fazlasi rodajli kisimdan tutularak
temizlenen lamlar oda sicakhdinda bir gece
agarozun donmasi igin birakildi. Deney
hayvanlarindan alinan 100 mikrolitre kana 1
ml PBS (+4 °C) eklenir, karigtiriir ve buz
Uzerinde 15 dakika bekletilir. 100 mikrolitre
Histopaque 1077 veya (Lymphoprep) tipln
dibine eklenir. 200xg (1060 rpm) +4 °C’de 3
dakika santrifij edilir. Pembe kismin
Ustlndeki tabakada yer alan lenfositlerden
100 mikrolitre alindi ve 37 °C deki 100
mikrolitre LMA ile karistirilarak lama yayilir ve
lamel ile kapatilarak +4 °C'de agar
katllasincaya kadar beklendi. Agaroz
donduktan sonra lameller dikkatlice kaldirild1.
Lamlar hiicre ve ¢ekirdek membrani eriterek
DNA sarmallarinin agaroz iginde serbest
kalmasini saglamak  amaciyla taze
hazirlanan lizis ¢Ozeltisi iginde +4 °C,
karanlikta bir gece bekletildi. Calismanin
bundan sonraki asamasi karanlik ortamda
gergeklestirildi. Lizis asamasini takiben
lamlar taze hazilanmis ve +4 °C'de
sogutulmus elektroforez tamponu bulunan
elektroforez  tankina yerlestirildi. DNA
sarmalinin  agilmasi  i¢cin  elektroforez
uygulamasindan once lamlar tampon icinde
20 dk sure ile bekletildi. Daha sonra, gug¢
kaynagi yardimiyla 20 volt ve 300 mA akimda

20 dk sure ile, elektroforez gergeklestirildi.
Elektroforez sonunda lamlar nétralizasyon
tamponu iceren saleye dizilerek +4 °C'de 3
kez 5 dk slire ile bekletildi. Deneyler, her
konsantrasyon igin en az 2 tekrar ve ayni
kosullarda farkli 3 gunde calismak Uzere
toplam en az 6 tekrar olacak sekilde yapildi.
Negatif kontrol olarak maruziyet olmamis
benzer sekilde analize hazirlandi. Pozitif
kontrol (PK) olarak 100 uM hidrojen peroksit
(H202) kullanilmis olup deneyde hcreler 3
saat sure ile pozitif kontrole tabi tutuldu. Her
bir lam Gzerine 100 uL taze Etidyum Bromur
¢cozeltisi yayilarak lamel ile kapatildi. Floresan
mikroskopta 40x10 blyttme ile
goérintilemenin ardindan sayim yapilarak
DNA hasarinin tespiti degerlendirildi. Her
lamda farkli bolgelerden olmak tizere 100-200
hicre sayildi. Sayilan hiicrelerde DNA hasar
tespitinin  degerlendirilmesi comet gorintu
isleme ve analiz programi (Comet Assay IV,
Perceptive Instruments, Suffolk, UK) ile
gerceklestirildi. DNA hasarinin
derecelendiriimesinde kuyruktaki DNA
yogunluk ytzdesi (tail intensity) kullanildi.

istatistiksel Analiz

Calismamizin verilerini IBM 18.00 SPSS
paket programi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak analiz edildi. Verilerin homojen
dagiip dagiimadigi kontrol edildikten sonra
varyanslarin ~ homojenligi  degerlendirildi.
Levene testinde is p>0.05 degeri olan
gruplarin varyanslari homojen olarak kabul
edildi. Veri dagilimi normal olmayan ve
varyanslari homojen olmayan gruplara non-
parametrik test olan Kruskal Wallis, normal
olan gruplara ise parametrik test olan One-
Way Anova testi yapildi. Varyanslari homojen
olan gruplara post hoc Duncan ve varyanslari
homojen olan gruplara post hoc Dunnet testi
yapildi. Histopatolojik incelemede
semikantitatif olarak elde edilen verilerin
gruplar arasindaki farkliliklarin analizi igin
nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi,
ikili gruplarin mukayesesi i¢cin Mann Whitney
U testi kullanildi. Bu istatistik analizleri igin
SPSS 13.0 paket programi kullanildi.

BULGULAR

Haftalara ve Gruplara Gore Ratlarin Agirlik
Olgiimleri

Deney gruplarinda haftalara bagh agirlik
artiglari degerlendirildiginde grup iglerinde
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haftalar bazinda lineer bir artis oldugu
gOrdlmastlir ama kontrol grubuna goére diger
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Bitln gruplarda 11. hafta ile
12. haftaya gegciste kilo kaybi bulundugu
ancak anlamli bir degisim olmadigini ve bu
kaybin  13. haftada geri kazanildig
gOrulmektedir (Tablo 1).

Biyokimyasal Olgiim Sonuclari

Deney gruplarimizda biyokimyasal ve
hematolojik parametreler kontrol grubu ile
gbre diger gruplar karsilastirildiginda
istatistiksel ~ olarak  anlamh  degisiklik
gOstermemistir. ALP dizeyleri kontrole goére
tim gruplarda istatistiksel olarak anlamh
olmasa bile bir artis gOstermistir. Higbir
parametre kontrol grubuna gére gruplar
arasinda  istatistiksel olarak  anlamli
bulunmamistir (Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4)

Sivi Kromatografi ve Kutle Spektrometresi
Sonuglari (LCMS)

Karaciger Dokusu Kalinti Analizi

Karaciger dokusu icin referans
konsantrasyonlardaki 6lgim sonuglar ve
dokuda ki 6lgim sonuglarn Sekil 1A ve Sekil
1B de verilmigtir. Probiyotik grubundaki tim
Olcllen seviyeler algilama sinirinin (LOD:
Limit of Detection) altinda oldugu igin dlgiim
yapilamadi. IMI ve ACE’nin 6-CNA metaboliti,
LOD sinirlamalari nedeniyle higbir dokuda
Olcllemedi. Karaciger dokusunda IMI kalintisi
IMI+PRO grupta IMI grubuna gére daha az
bulunurken ACE kalintisi da ACE+PRO
grubunda ACE grubuna goére daha az
bulunmustur (Tablo 5).

Bobrek Dokusu Kalinti Analizi

Bobrek dokusu igin referans
konsantrasyonlardaki 6lgim sonuglari ve
dokuda ki 6lgim sonuglarn Sekil 1C ve Sekil
1D de verilmistir. Probiyotik grubundaki tim
Olgllen seviyeler algilama sinirinin (LOD:
Limit of Detection) altindaydi. IMI ve ACE’nin
6-CNA  metaboliti, LOD  sinirlamalari
nedeniyle hi¢bir dokuda olgllemedi. Bébrek
dokusunda IMI kalintisi IMI grubunda
IMI+PRO gruba gore daha fazla bulunurken
ACE kalintisi da ACE grubunda ACE+PRO
grubuna goére daha fazla bulunmustur (Tablo
6).

Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokulari histopatolojik olarak
incelendiginde, ACE ve IMI gruplarinda
hepatositlerde dejenerasyon nekroz ve
paransimal damarlarda giddetli hiperemi
gorilirken ACE+PRO ve IMI+PRO
gruplarinda hafif dizeyde hidropik
dejenerasyon, interstisyel damarlarda orta
siddette hiperemi goruldiu (Sekil 1).

Bdbrek  dokulart  histopatolojik  olarak
incelendiginde, ACE ve IMI gruplarinda
bdbrek tlbulls epitellerinde siddetli diizeyde
dejenerasyon ve  nekroz, interstisyel
damarlarda hiperemi goérildi  gordlirken
ACE+PRO ve IMI+PRO gruplarinda tubdil
epitellerinde hafif ~ dizeyde hidropik
dejenerasyon, interstisyel damarlarda orta
siddette hiperemi gorulda (Sekil 2).

Beyin dokulari histopatolojik olarak
incelendiginde, ACE ve IMI gruplarinda
noronlarda siddetli dizeyde dejenerasyon ve
orta siddette nekroz, meningeal ve paransimal
damarlarda siddetli dizeyde hiperemi
gorulirken ACE+PRO grubunda menikslerde
ve paransim damarlarda orta dizeyde
hiperemi, ndronlarda hafif  dlzeyde
dejenerasyon gozlenirken nekrotik hucreye
hic rastlanmadi, IMI+PRO  grubunda
ndronlarda hafif dejenerasyon ve damarlarda
hiperemi tespit edildi (Sekil 3).

Bagirsak  dokulari  histopatolojik  olarak
incelendiginde, ACE ve IMI gruplarinda
villuslarinda atrofi, mukozada siddetli dizeyde
mononukleer hicre infiltrasyonlari, mukoza
epitelinde  deskuamasyon ve erezyon
gorulirken ACE+PRO grubunda mukoza
katmaninda siddetli dizeyde mononikleer
hiicre infiltrasyonu, mukoz epitelinde ¢ok hafif
dizeyde dejenerasyon, IMI+PRO grubunda
mukoza katmaninda hafif dizeyde
mononukleer hiicre infiltrasyonu, mukoza
epitelinde hafif dizeyde dejenerasyon ve
tunuka muskdilariste hafif 6dem goérildia (Sekil
4).

immunohistokimyasal Bulgular

Beyin dokular immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, 8 OHdG ve GFAP immino-
pozitifliginin kontrol ve probiyotik gruplarinda
dizeyde pozitif oldugu, IMI+PRO ve
ACE+PRO gruplarinda ise hafif pozitif oldugu
gézlendi (Sekil 5 ve Sekil 6 ). Bagirsak
dokulari immunohistokimyasal olarak
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incelendiginde, IL-6 ekspresyonunun kontrol
ve probiyotik gruplarinda negatif oldugu, IMI,
ACE gruplarinda siddetli dizeyde pozitif
oldugu, IMI+PRO ve ACE+PRO gruplarinda
ise hafif pozitif oldugu gézlendi (Sekil 7).

Genotoksisite Testi Sonuglari (Comet)

imidacloprid’e maruz kalan gruplarda 3 ay
sonra kontrole kiyasla kuyruk yodunlugunda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artig
gozlendi (IMI grubunda %43). ACE
uygulanmis grubun DNA kuyruk yogunlugu,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli  derecede yiuksek tespit edildi
(p<0.05, p=0.022). ACE+PRO grubunda DNA
kuyruk yogunlugu ACE grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek
tespit edildi (p<0.05, p=0.027) (Sekil 8).

Hafta Kontrol IMI ACE PRO IMI+PRO ACE+PRO

1 190.63+63.93 192.61+4.67 198.45+28.34 195.25+32.11 195.83%3.63 191.1846.66
2 250+65.48 254.53+5.91 247.72+35.56 255.91+£37.73 254.83+10.62 250.18%7.64
3 283.45+64.24 290.69%7.19 280.54+36.80 282.50+£32.52 282.16+20.94 287.72%+9.15
4 313.81£67.97 319.76% 8.85 302+48.53 318.08+38.18 302.75+24.33 307.27+11.67
5 330.72+64.44 340.07+ 10.04 332+36.62 339.91+£36.67 319.41+£25.64 328.90%12.13
6 360.45£69.04 362.84+£10.69 357.36+33.67 366.08+39.76 344.33+30.07 351.72+12.43
7 378.27+69.66 376.07+11.65 357.36+33.67 380.66+40.50 359.83+34.10 370.18+11.47
8 379.36£64.81 395.69+11.84  396.63+38.15 391.75+32.65 379.33+37.88 392.63+11.22
9 400.81+67.56 417.30+11.96  416.18+41.80 422.83+41.25 397.66+40.34 405.09+16.37
10 402164.84 420.84112.24  421.36x41.75 428.33x41.57 398.83+40.56 416.45+12.70
11 415.63458.11 428.84112.46  422.09+42.70 429.58+37.04 417.58+46.04 429.09+11.67
12 400.81£67.56 417.38+11.94  416.18+41.80 422.83+41.25 397.66+40.34 414.18+12.12
13 431.18459.56 450.76+12.88  449.45+45.31 453.75+53.46 439.25+48.19 448.72+11.88

Tablo 1. Gruplar 13 haftalik agirlik él¢iim sonuglar
Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde Post Hoc

¢oklu karsilastirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

Test edilen butin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.

44



Doz gruplari Zaman (gun) ALT (IU/L) AST (IU/L) ALP (IU/L)
Kontrol 90 62.6+£12.87 189.1+36.17 112.8+20.49
IMI 90 64.5+8.93 196.5+23.27 186.2+19.09
ACE 90 70.1£11.68 194.3+14.67 172.2+20.39
PRO 90 76+ 10.95 250+61.84 179.1£20.40
IMI+PRO 90 71.1+£ 8.93 205.6+£50.01 185.44+22.33
ACE+PRO 90 68.3+ 10.59 192.842.22 166.8+14.02

Tablo 2. Deney ve kontrol grubu ratlarin kan ALT, AST ve ALP degerleri

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde Post
Hoc coklu karsilastirmali testlerden Tukey’e gére yapildi. P<0.05 anlamh kabul edildi.
Test edilen butin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmigtir.

Doz gruplari Zaman (gun) LDH (IU/L) URE (mg/dL)
Kontrol 90 1758.84227.41 40.7+£2.50
IMI 90 2423.5+216.54 42.7+2.54
ACE 90 2350.7+191.46 38.6+2.45
PRO 90 2577.8£171.15 39.1+2.21
IMI+PRO 90 2031.4+276.98 40.6+1.44
ACE+PRO 90 1432.4+127.06 40.7+4.40

Tablo 3. Deney ve kontrol grubu ratlarin kan LDH ve tlire degerleri
Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde Post
Hoc ¢oklu kargilastirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

Test edilen bitun gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.

Kontrol IMI ACE PRO iMI +PRO ACE+PRO
WBC 6.28+1.24 7.43+2.88 12.0547.51 5.91+4.62 6.23+1.07 13.824+9.90
(103/u1)
Notrofil 1.79+0.49 1.24+0.54 1.73+1.20 1.12+0.69 1.07+£0.05 1.51+0.39
Lenfosit 4.24+0.92 5.92+2.36 9.73+5.96 4.43+3.61 4.74+1.00 11.87+£9.46
Monosit 0.09+0.06 0.11+0.04 0.07+0.00 0.09+0.09 0.08+0.05 0.14+0.07
Eozinofil 0.13+0.09 0.15+0.06 0.50+0.35 0.25+0.34 0.32+0.18 0.27+0.08
Bazofil 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.00
RBC 8.18+0.48 8.92+1.03 9.23+0.34 9.05+0.30 9.21+0.52 8.71+£0.62
(108/u1)
HGB 14.63+1.04 15.47+1.71 16.30+0.42 16.17+0.47 16.50+0.98 15.45+0.99
(gm/dl)
HCT (%) 47.68+3.22 50.67+5.62 51.45+0.63 51.77+2.19 52.52+3.16 49.40+2.51
PLT 732.50+£93.22 543.37+ 740.50+ 866.75+ 702.50+ 761+83.76
(103/ul) 321.53 17.67 49.77 140.14
MCV (fL) 58.21+£0.95 56.83+0.95 55.70+1.41 57.30+4.36  56.97+0.33 56.85+2.59
MCH (pg) 17.83+0.28 17.36+0.42 17.65+0.21 17.87+0.47 17.90+0.37 17.72+0.36
MCHC 30.66+0.33 30.53+0.46 31.70+0.42 31.32+2.03 31.42+0.58 31.25+0.96
(g/dL)
IG (g/L) 0.17+0.40 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.01 0.03+0.02

Tablo 4. Deney ve kontrol grubu ratlarin hemogram degerleri
Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde

Post Hoc ¢oklu karsilastirmali testlerden Tukey’e gére yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

Test edilen butiin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmigt
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Gruplar

Kontrol

Probiyotik

Imidacloprid
Imidacloprid+Probiyotik
Acetamiprid
Acetamiprid+Probiyotik

Gruplar

Kontrol

Probiyotik

Imidacloprid
Imidacloprid+Probiyotik
Acetamiprid
Acetamiprid+Probiyotik

Imidacloprid Kalinti miktan (ug/g)

OrtalamatSD  En az (Min) En ¢ok p
(Max)
0,0610,01 0,02 0,11
0,20+0,02 0,15 0,25 0,315
Acetamiprid Kalinti miktari (ug/g)
Ortalama + SD En az (Min) En ¢ok p
(Max)
0,51+0,06 0,37 0,66
0,20+0,02 0,15 0,25 0,003

Tablo 5. Karaciger dokusunda kalinti diizeylerinin 6l¢limiui. (-, Tespit limitinin altinda kalmay: ifade eder)
Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi.p<0.05 anlamli kabul edildi.

Gruplar

Kontrol

Probiyotik

Imidacloprid
Imidacloprid+Probiyotik
Acetamiprid
Acetamiprid+Probiyotik

Gruplar

Kontrol

Probiyotik

Imidacloprid
Imidacloprid+Probiyotik
Acetamiprid
Acetamiprid+Probiyotik

Imidacloprid Kalinti miktari (ng/g)

Ortalama+SD  En az (Min) En ¢ok p
(Max)
0,3740,30 0,04 1,28
0,16+0,03 0,06 0,22 0,506
Acetamiprid Kalint1 miktari (ng/g)
Ortalama * SD En az (Min) En ¢ok p
(Max)
0,88+0,07 0,72 1,08
0,18+0,05 0,06 0,31 <,001

Tablo 6. Bobrek dokusunda kalinti diizeylerinin 6lgimu. (-, Tespit limitinin altinda kalmayi ifade eder)
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Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

Sekil 1. Karaciger dokusu hematoksilen-eozin
boyama sonuglar (H&Ex40)

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) imidacloprid + Probiyotik grubu

Sekil 2. Bobrek dokusu hematoksilen-eozin
boyama sonuglari (H&Ex40)

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) imidacloprid + Probiyotik grubu

Sekil 3. Beyin dokusu hematoksilen-eozin
boyama sonuglar (H&Ex40)

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) imidacloprid + Probiyotik grubu

Sekil 4. Bagirsak dokusu hematoksilen-eozin
boyama sonuglari (H&Ex40)

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) imidacloprid + Probiyotik grubu
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Sekil 5. Beyin dokusu 8 OHdG IHC boyama
sonuglari Bar:20pm.

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) Imidacloprid + Probiyotik grubu

Sekil 6. Beyin dokusu GFAP IHC boyama
sonuglari Bar:20pm.

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) Imidacloprid + Probiyotik grubu

Sekil 7. Bagirsak dokusu IL-6 IHC boyama sonuglari
Bar:20pm.

A) Kontrol grubu

B) Probiyotik grubu

C) Acetamiprid grubu

D) Acetamiprid + Probiyotik grubu

E) imidacloprid grubu

F) Imidacloprid + Probiyotik grubu
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Sekil 8. Kontrol ve deney gruplari Comet analiz sonuglari.
(Sonuglarin istatistigi One- Way ANOVA'ya gore, Post-Hoc c¢oklu karsilastirmali testlerden Dunnett'e gore
yapildi. P<0.05 anlamh kabul edildi. * isareti Kontrol gruba gore, # isareti ise ACE grubuna gore anlamlihgi

gOstermektedir.)

TARTISMA VE SONUG

Bu calismanin bulgular “/Investigation of the
Effect of Probiotics on Chronic Neonicotinoid
(Acetamiprid, Imidacloprid) Toxicity in Rats ”
baglgi altinda Toxicology Letters dergisinde
yayimlanma surecindedir. Deneysel olarak
olusturulan kronik toksisite de gunumuzde
sikhkla tlketilen S.Boulardiinin etkilerini
inceledigimiz calismamizin sonuglari
gercekten umut vericidir.

Ciftgiler tarafindan bdceklerin kontroliinde
gelisiguzel pestisit kullanimi, insan ve hayvan
dokularinin yani sira gidalarda da pestisit
birikimine neden olmaktadir [21].
Biyokimyasal parametrelerimizi
degerlendirdigimiz de ALT, AST, ALP ve LDH
degerlerinde bir ylkselis tespit edildi ama bu
yukselis istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi. Parametrelerde ki meydana
gelen artig istatistiksel olarak anlamli olmasa
bile, bunun intoksikasyon sirasinda
permeabilite artisi, membran hasari ve
hepatosit nekrozuna bagl olabilecegi ileri
surdlmustar.

Karaciger ve bobrek dokusunda probiyotigin
IMI birikimini azalttig1 gorilse de istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir ama ACE
birikimini istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalttigr ortaya c¢ikmistir. Probiyotik alan
gruplarda ki kalinti dizeyleri karaciger ve

bobrek icin istatistiksel olarak ¢ok anlaml
oranda dusmdustir. Bunun  sebebinin,
probiyotigin toksik maddelerin
absorbsiyonunu azaltarak veya GIS de toksik
maddenin  metabolizmasini  hizlandirarak
sistemik dolagima gegiglerini azaltip ve
bdylece dokularda toksik maddelerin birikim
oranlarini distrdaguna diastnmekteyiz. IMI
ve ACE oral yoldan verildiklerinde sirasiyla
yaklasik %92 ve %100 oraninda absorbe
edilirler. IMI’'nin gok az birikmesine ragmen
ACE kadar her iki organda da hasara sebep
olmasidir. Probiyotik verilen gruplar da ise
patolojik hasarin probiyotik veriimeyen gruba
gore daha az oldugu gorilmektedir. Bunun da
probiyotigin farkli mekanizmalar araciligi ile
GIS den neonikotinoidlerin absorbsiyonunu
azaltmasina bagli oldugunu disinmekteyiz.

Neonikotinoidlerin birincil etki sekli, merkezi
sinir  sistemindeki  nikotinik  asetilkolin
reseptorlerine  (NAChR'ler) etki etmek,
ardindan noéro-davranigsal bozukluklara ve
motor korteks ve hipokampusta GFAP
ekspresyonunun artigsina neden olmaktir. 8-
OHdG da hicrelerde makromolekillerin
oksidatif hasarinin  biyobelirteci  olarak
kullanilir. Bizim yaptigimiz galismada da ACE
grubunda meninkslerde hiperemi, beyinde
ndronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon ve
hafif dlizeyde nekroz gdzlenirken, IMI
grubunda ndronlarda siddetli dizeyde
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dejenerasyon ve orta siddette nekroz,
meningeal damarlarlarda siddetli dizeyde
hiperemi gézlenmistir. Probiyotik ile kombine
edilen gruplarda ise néronlarda hafif dizeyde
dejenerasyon gorilmustir. Bunlara ek olarak
yapilan imminhistokimyasal boyama da ACE
ve IMI gruplarinda siddetli diizeyde 8-OHdG
ve GFAP immino-pozitifligi  goérultrken,
probiyotik ile kombine verilen gruplarda hafif
dizeyde 8-OHdAG ve GFAP immiino-pozitifligi
gOrulmas ve istatistiksel olarak anlamli olarak
ifade edilmistir. Bu veriler bize, IMI ve
ACE’nin kan beyin bariyerini asarak beyinde
birikime ve hasara sebep oldugunu
gOstermistir. Bu hasar sadece IMI ve ACE
verilen grupta probiyotik verilen gruba gore
¢ok daha fazladir. Probiyotik verilen grupta
ACE ve IMI'nin GIS den absorbsiyonu
azaldigi igin hasar belite¢ immiuno-
pozitifliginin distk ¢ikmasi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.

Pestisitlerin  kullaniminin  artiyor olmasi,
onlarin her tarli etkilerinin arastiriimasi
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Bu etkilerden
bir tanesi de genotoksisitedir. En yaygin
olarak kullanilan testlerden birisi de Cometdir.
Comet testi, mikroskop lami Gizerinde agaroz
icine gébmulen ve pargalanan hucrelerin
elektroforezine dayanir. DNA pargalarinin
elektrik akimi dogrultusunda hucreden
cikarak ilerlemesi (kuyruk olusturmasi)
ilkesine dayanir. Comet testi, genel olarak
genotoksik ajanlarin DNA hasarini
degerlendirmek igin sitogenetik testlerden
daha hassas bir yéntem olarak kabul edilir.
Bizim galismamiz da da ACE grubunda ki
Comet skoru istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. IMI grubunda da istatistiksel
olarak anlamlilik olmasa bile kontrol grubuna
gore skorda bir artis meydana gelmigtir.
Bunun sebebi de IMI'nin karacigerde ACE’ye
gore daha fazla metabolize edilip, sistemik
dolagima daha az miktarda ge¢cmesi olabilir.
Probiyotik kombinasyonu yapilan gruplarda
ise COMET skoru istatistiksel olarak anlaml
olmayan bir dusme tespit edilmigstir.

Sonug olarak bu galismada pestisit kaynakli
toksisite de hakkinda fazla bilgi sahibi
olmadigimiz, probiyotik bir maya olan S.
Boulardii’'nin in vivo olarak 13 haftalik toksisite
Uzerine olan etkileri farkli  sekillerde
incelenmigstir. Kronik maruziyetlerde, diusik
doz IMI ve ACE’nin karaciger ve bodbrek
dokularinda birikebilecegdini ve ciddi derecede
doku hasari meydana getirebilecegini
probiyotik ile bu hasarin iyilestirilebilecegini

gOstermis olduk. Bu dokularin yani sira beyin
ve bobrek gibi hayati 5Gneme sahip organlarda
da neonikotinoidler tarafindan kétilesen tablo
probiyotik ile iyilestiriimistir. GUnumuzde ziraii
alanda yaygin gekilde kullanilan  bu
pestisitlere dislk doz maruziyet sonucunda
genetik materyal tGzerinde ciddi toksik etkileri
oldugunu, probiyotikler ile bu hasarin
dizeyinin azaldigini genotoksik analizimiz ile
gosterdik. Calismamizda elde edilen verilerin,
ileri arastirmalarla desteklenmesi durumunda,
S.Boulardii’'nin ziraii alanda ¢alisan iscilerde,
pestisit satisi yapan perakendecilerde veya
herhangi bir durumdan dolayl ortaminda
bulunup maruz kalma riski yasayan bireylerde
profilaktik olarak kullanilabilecek ucuz ve
alternatif bir tedavi olabilecegini gdstermesi
bakimindan umut verici oldugunu
soyleyebiliriz.
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Pankreas Kanser Hiicrelerinde indiiklenen Epitelyal-Mezenkimal Gegis Uzerine indometazinin

Etkisi: Raman Spektroskopisi ile Analiz

Gulay SEZER

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Kayseri.

GIRIS VE AMAC

Pankreas kanseri, hayatta kalma oraninin
oldukga dusuk oldugu kanser tirlerinin basinda
gelmektedir. Erken tani, metastaz gelisiminin
Onlenmesi ve  kemoterapinin  etkinliginin
artinlmasi tedavide dnem arz etmektedir.

Bu calismada pankreatik duktal adenokarsinom
(PDAK) hiicre hattinda TGF-B ile indiklenen
epitelyal-mezenkimal gecgis (EMT) Uzerine
indometazinin etkisinin olup olmadigini qRT-
PCR ve immunofloresan boyama teknikleri ile ve
ilaveten Raman spektroskopisi ile arastirmayi
amagladik.

GEREG VE YONTEM

Hiicre kiultiiri

Uygun kosullarda inkibe edilen Panc-1 hucreleri
(ATCC, ABD) cesitli konsantrasyonlardaki
indometazin (Alfa Aesar, ABD) ile muamele
edilerek hucrelerin proliferasyonuna olan etkisi
MTT testi ile belirlendi. 560 nm dalga boyunda
Olcllen absorbans degerleri kontrol grubuna gére
% olarak ifade edildi.

EMT indiiksiyonu

EMT induksiyonu amaciyla Panc-1 hucreleri 10
ng/ml TGF-B1 (PeproTech, ABD) ile 48 saat
boyunca inkube edilerek hucrelerdeki morfolojik
degisimler gbzlendi.

Raman spektroskopisi

Kontrol, TGF-B ve indometazin + TGF-$ hicre
gruplarinda hiicre boyutunda bir alanlara 532 nm
dalga boyunda lazer uygulanarak alan taramasi
yapildi ve konfokal Raman mikroskop sistemi
(WITec Alpha 300 M+) ile goérintulendi.

Elde edilen ortalama Raman
degerlendirilerek hicrelerdeki
degisimler incelendi.

spektrumu
molekuler

Gercek Zamanli-Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-qPCR)

Trizol ile gruplardaki hicrelerden total RNA
izolasyonu gerceklestirildi, kit araciligi ile
komplementer DNA sentezlendi. BrightGreen
gPCR master mix (ABM, Kanada) ve E-cadherin,
vimentin, COX-2 ve GAPDH genlerine ait
primerler kullanilarak genlerin mRNA ifadeleri
LightCycler 480 Real Time PCR cihazi (Roche)
ile analiz edildi. Elde edilen Ct degerlerinden 2
AACT  degerleri  hesaplanarak ‘nisbi mRNA
ifadeleri’ olarak belirtildi.

immiinfloresan boyama

Lameller Gzerine ekilen hicreler indometazin, ve
TGF-B uygulamalari sonrasinda fikse edilerek
Alexa Fluor® 594 anti-mouse/human E-Cadherin
ve Alexa Fluor® 488 anti-Vimentin antikorlari
(Biolegend) ile gece boyunca inklibe edildiler.
Ertesi gln dapi iceren kapatici medium
uygulanarak floresan mikroskobu (Zeiss,
Almanya) altinda géruntilenerek, fotograflar
cekildi.

istatistiksel Analizler

Verilerin  normal dagilima uygunlugu test
edildikten sonra, ¢oklu gruplarin karsilastiriimasi
SPSS 21.0 (IBM, ABD) programi aracilidi ile tek-
yonli varyans analizi (ANOVA) ve sonrasinda
Tukey HSD ya da Tamhane T2 post-hoc testleri
ile analiz edildi. Veriler aritmetik ortalama *
standart sapma olarak ifade edildi. P<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

EMT indiiksiyonu

Panc-1 hicrelerine TGF- uygulamasi ile
EMT'nin gbstergesi olan fibroblast benzeri igsi bir
goérinime  doénlstikleri  gobzlendi.  Hucre
proliferasyonunu etkilemeyen
konsantrasyonlardaki indometazin (300 pM)
varliginda bu goérunumuindn nispeten azaldigi
gozlendi (Sekil1).

Kontrol

Sekil 1: Kontrol, TGF- ve indometazin + TGF-3
gruplarindaki  Panc-1  hdcrelerinin - invert
mikroskop goruntileri (20x: — 50 ym).

Raman spektroskopisi

Kontrol, TGF- ve indometazin varliginda TGF-3
uygulanan hucrelere ait Raman spektrumlari
incelendginde 6zellikle 945, 1005, 1316, 1448 ve
1663 cm™ pozisyonlarindaki piklerde degisim
oldugu goérilmustir. TGF-B uygulamasi ile
piklerde  gbzlenen degisim indometazin
varliginda kontrol grubundakine yakin
bulunmustur (Sekil 2).

indo + TGF-B

Imtanaty (a1

Ianatyn.)
Intonwty (0.

WO 1 HE NN M we DM e 1
aman Shiftfcm*) Rmmrn Shatfom'y

Sekil 2: Kontrol, TGF-B ve indometazin + TGF-f3
gruplarina ait Raman spektrumlari.

EMT ile ilgili proteinlerin mRNA ifadeleri ve
immunfloresan boyamalari

Kontrol grubuna gére TGF-B uygulanan grupta
E-kaderin mRNA ifadesi anlamh sekilde
azalirken, vimentin ifadesi artmigtir (p<005).
indometazin varliginda TGF-B'nin etkisi 6nemli
derecede inhibe edilmis; E-kaderin mRNA
ifadesinde artis, vimentin ifadesinde ise azalma
olmustur (p<005) (Sekil 3). Calismamizdaki
gruplarda COX-2 mRNA ifadesi Ct=35 ¢iktid1 igin
tayin edilememigtir.
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1.54
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Sekil 3: Kontrol, TGF-B ve indometazin +
TGF-B gruplarina ait E-kaderin ve Vimentin
mRNA ifadeleri.* p<0.05, ** p<0.01

Panc-1 hiicrelerinde E-cadherin ve vimentine
ait imminfloresan boyama goruntilerine
bakildiginda TGF-B uygulamasinin kontrol
grubuna gdére  E-cadherin  ifadesinde
azalmaya vimentinde ise artisa neden oldugu
g6zlenmistir. TGF-B'nin etkisinin indometazin
varliginda ise azaldigi gorulmustur (Sekil 4).
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E-kaderin

Kontrol

TGF-B

indo+
TGFp

Vimentin

Sekil 4: Kontrol, TGF-f ve indometazin +
TGF-B gruplarindaki Panc-1 htcrelerinin E-
kaderin (kirmizi), vimentin (yesil) ve dapi
(mavi) boyamalarina ait floresan mikroskop
goruntileri(63x: — 50 ym).

TARTISMA VE SONUG

indometazinin pankreas kanseri hiicre hatlari
Uzerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkileri
daha oOnceden gosterilmistir ancak TGF-B ile
PDAK hicre hattinda indiklenen EMT {zerine
olan etkisi ilk kez gosterilmigtir. EMT epitelyal
tumorlerde invazyon ve metastazin erken
dénemlerinde oldukga Onemlidir. EMT'nin
indometazin tarafindan hangi mekanizmalar ile
Onlendiginin belirlenmesi PDAK metastazinin
onlenmesinde yeni yaklagimlara yol
acabilecegini disinmekteyiz.

Molekdler bir spektroskopik teknik olan Raman
goOruntileme, boyama igslemi gerektirmemesi ve
kiclk miktardaki numuneler ile calisabilme
avantajlarina sahiptir. Yapilan ¢alismalar kanser
teshis dogrulugunu artirmak icin
kullanilabilecegini  gdstermektedir. Panc-1
hicrelerinde  induklenen  EMT  ile  ilgili
degigiklikleri analiz etmede de etkili olabilecegini
distindigumuz bu teknigin klinik calismalar ile
arastirilmasi faydali olacaktir.
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Alfa-2c Adrenoseptorlerinin Ketaminle indiiklenen Sizofreni Modelindeki Rolii

Nurdan TEKIN

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

GIRIS VE AMAG

Sizofreni diinya genelinde yaklasik
yirmi milyon insani etkileyen, kronik ve agir
bir psikiyatrik hastaliktir (GBD, 2017).
Hastaligin toplum saghgi Uzerindeki derin
olumsuz etkilerine ragmen, patofizyolojisini
anlamadaki ilerleme son derece yavas
olmustur (Kanyuch ve Anderson, 2017).
Sizofreni oldukca kompleks bir bozukluktur
ve hastalik semptomlari (¢ ana kategoride
siniflanir;  pozitif, negatif ve kognitif
semptomlar. Gulncel tedaviler pozitif
semptomlarda etki gosterirken, Ozellikle
negatif ve kognitif semptomlarda etkisiz
kalmaktadir. YuUzyilll askin calismalara
ragmen yeterli etkinlikte tedavi olmamasinin
sebeplerinden biri, Klinik oncesi
calismalarda hastallk modellemesinin
guclagudar.

Sizofreni, hayvan modellerinin kullanimini
sinirlayan insana 6zgu bir bozukluk olarak
gorunmektedir (Taylor ve ark., 2009). Bu
sebeple  hastaligi  bitin  yonleriyle
laboratuvar hayvanlarinda modellemek
mumkidn  olamamaktadir  (Nestler ve
Hyman, 2010). Sizofreni hastaligini
modellemede en yaygin olarak kullanilan
farmakolojik modellerden biri glutamaterjik
sistemi hedef alan ketaminle indiklenen
sizofreni modelidir. Ketaminin yanisira
fensiklidin, MK-801 gibi NMDA
antagonistleri deney hayvanlarinda
hastaligi modellemek icin kullaniimaktadir
(Jones ve ark., 2011). Bununla birlikte
calismalarda  kullanilan ilag  dozlari,
uygulama sdlreleri ve arinma periyotlar
farkhlik gdstermektedir.

Alfa adrenoseptorler (a-AR) santral sinir
sisteminde noérotransmitter  Uretim  ve
saliniminda  duzenleyici  etkileri  olan
reseptorlerdir (Cottingham ve Wang, 2012).
a-AR’lerin  birgok ndropsikiyatrik hastalik
patofizyolojisi ve tedavisinde rol
oynayabilecegi dusunllmektedir (Starke,
2001). a-AR’lerin bir alt tipi olan az.-AR

ayrica sizofreni ile iliskilendirilmistir
(Holmberg ve ark., 2003).

Bu calismada siganlarda subkronik, sub-anestezik
dozda ketaminle indiklenen sizofreni modelinin
davranissal, nérokimyasal ve immunohistokimyasal
degerlendiriimesi ve bu modelde selektif agc-
antagonisti JP-1302'nin tedavi edici etkisinin
deg@erlendiriimesi amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Ketaminle indiklenen psikoz (KiP) modelini
olusturmak igin erigkin Wistar sigcanlara sekiz gin
boyunca sub-anestezik dozda (25 mg/kg)
intraperitoneal ketamin  uygulanmistir.  Model
olusturulmus siganlara tedavi amaciyla yedinci ve
sekizinci gunlerde JP-1302, klorpromazin veya
serum fizyolojik uygulamasi yapilmistir. Yedinci ve
sekizinci gln lokomotor aktivite, sosyal etkilesim ve
yeni obje tanima (YOT) testi yapiimistir. Davranigsal
testlerin ardindan uygulanacak yonteme uygun
olarak sicanlar sakrifiye edilmistir (Sekil 1). Farkli
beyin bdlgelerinde HPLC yéntemi ile glutamat,
glutamin ve GABA duzeyi dlgulmustur. Western-blot
yontemi ile prefrontal korteks ve hipokampuste aac-
AR’ler degerlendirilmistir.  immunohistokimyasal
yontemle striatum, nidkleus akimbens (NAcc),
ventral tegmental alan (VTA) ve substansia nigrada
(SN)  tirozin  hidroksilaz ~ immunoreaktivitesi
degerlendirilmigtir. Deney protokoli Marmara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmigstir (14.2017.mar)
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Sekil 1. Calisma tasarimi
Acik Alan Testi
Lokomotor aktivite, acik alan testiyle

degerlendirilmistir. Test, bilgisayarli lokomotor
aktivite gorintileme sistemi ile yapilimigtir. Bu
sistem cevresinde hareketi algilayan sekiz infrared
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sensor bulunan 40x40x40 cm olcllerinde
seffaf pleksiglass kafes ve bilgisayardan
olusmaktadir. Bu sensorler her bir siganin
tam konumunu ve hareketini saptar ve
sicanin aktivitesini 100 ms’lik hassasiyetle,
bilgisayara iletir. Sicanin yatay, dikey,
gezici, stereotipik hareketlerinin sayi, sire
ve yuzdeleri, toplam kat ettigi mesafe ve
dinlenme ylzdesi tespit edilebilmektedir.
Sistem  tarafindan  kUmdalatif  olarak
hesaplanan stereotipik hareket, kat edilen

mesafe ve dinlenme yuzdeleri
degerlendirilmistir.

Sosyal Etkilesim Testi

Siganlar dogal sartlarda birbirleriyle

etkilesim halinde bulunmaya yatkin sosyal
hayvanlardir. Etkilesimin azalmasi sosyal
geri-gekilme semptomu olarak
degerlendirilebilmektedir (Wilson ve
Koenig, 2014).  Sizofreninin  negatif
semptomlarini degerlendirmek icin
kullanilan testlerden birisidir. Ayni tedavi
grubundan, daha dnce birbiriyle etkilesimi
olmamis ayni cinsiyette siganlar, benzer
vucut agirhklarina (x 10 g.) gore
eslestiriimislerdir. Test igin 600x800x500
mm boyutlarinda zemini talas ile kaplanmig
gri pleksiglass kafes kullaniimistir. Kafes
tepeden los Isikla (20-30 lux)
aydinlatiimistir. Kafesin Gzerine yerlestirilen
dijital bir video kamera ile kayit alinmistir.
Alinan video kayitlarda sicanlarin sosyal
davraniglarinin sureleri OlcUimustar.
Degerlendirilen sosyal davraniglar;
koklama, anogenital koklama, sosyal
timarlama (bir siganin digerinin  kdrkdnd
Isirmasli, yalamasi), takip etme, saha
kalkma (bir sicanin digerinin arkasinda arka
ayaklarinin Uzerinde durmasi),
tirmanmadir.

Yeni obje tanima testi (YOT)

Nesne tanima, kemirgenlerde c¢alisma
bellegini degerlendirmeyi amaclayan bir
prosedurduir. Test iKi asamadan
olusmaktadir; egitim seansi ve test seansi.
Egitim kisaca birbirinin aynisi iki objenin
gorsel olarak kesfedilmesine, test de eski
objelerden birinin yenisiyle degistirimesine
dayanmaktadir. Sicanlar, yeni olani tercih
etmeye, incelemeye egilimleri oldugu icin;
yeni objeyi incelemek igin da eskisine gore
daha fazla vakit harcayacaklardir. Deney,

yukarida bahsedilen sosyal etkilesim testinin
yapildigi kafeste, talassiz bir zeminde normal
aydinlatma kosullarinda yapilmistir. Egitim ve test
asamasinda benzer boyutlarda (ylkseklik: 10-12
cm) farkli renklerde ve sekillerde (labut, dikdortgen
blok) objeler kullanilimistir. Sigcanlarin
deviremeyecedi agirlikta secilen objeler zit
yobnlerde, kdselere 10 cm uzaklikta olacak sekilde
yerlestirilmistir. Deneyin yapilacagi giin son ketamin
enjeksiyondan 45 dakika sonra 6grenme asamasi
icin sigcanlar birbirinin aynisi iki obje yerlestiriimis
olan kafese alinarak 5 dakika boyunca obijeleri
kesfetmesi saglanmis, ardindan barinma kafesine
alinmigtir. Bir saat sonra test asamasi igin esKki
objelerden biri yeni bir objeyle degistiriimis ve
sicanlarin 5 dakika boyunca kesfetmesi
saglanmistir. Kafesin Uzerine yerlestirilen
kamerayla kayit alinarak objeleri tanima sureleri
Olgulmustur. Obje tanima; koklama, yalama, burnu
iki santimetreden daha fazla objeye yaklastirma
olarak degerlendirilmistir. Yeni ve eski objeyi tanima
sureleri kullanilarak tanima indeksi hesaplanmistir.
Tanima indeksi yeni objeyi tanima suresinin, eski ve
yeni objeyi tanima sdresine orani olarak
tanimlanmistir (t1/ t1+ t2, t1: yeni obje tanima suresi,
t2: eski obje tanima siresi).

immunohistokimya yéntemi

immunohistokimya iglemi yiizen kesitler lzerinde
uygulanmistir.  Kesitler TBS sollisyonu ile
yikanmistir. TBS, 80 °C AR Tris EDTA solusyonu ile
degistirilmigtir. Yikama islemlerinin ardindan normal
serum solisyonu eklenmis ve bir saat bekletilmistir
(50 pl normal goat serum + 950 ul TBS-T). Ardindan
primer antikor solisyonu eklenmigtir (1:5000 dilie
primer antikor, %1 BSA/TBS-T). 24 saat sonra;
yikkamadan sonra TBS-T bosaltilarak yerine
sekonder antikor sollisyonu koyulmustur (1:200;
dilie 5 pl s. Antikor / 995 ul 1% BSA/TBS-T).
Ardindan ABC solisyonu eklenmistir (A 10 ul + B
10ul + TBS 980 ul). Renklendirme asamasi igin DAB
solisyonu kullaniimistir.

Lamlardaki kesitler bilgisayarli bir mikroskop kamera
sistemiyle (Zeiss Axio Zoom. V16, Zeiss, Germany)
incelenmistir. Degerlendirilecek bodlgeler Paxinos ve
Watson sigan beyin atlasindaki (Paxinos ve Watson,
1998) koordinatlara gore belirlenerek dijital ortama
aktariimistir.  Ardindan elde edilen gorintiler
ImagedJ programi kullanilarak analiz edilmistir. Her
bir sicanda hesaplanan optik yogunluk verileri
kontrol grubundan elde edilen verilere gore
yuzdelendirilerek istatistiksel analizi yapilmistir.
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Yiiksek basingh sivi kromatografi
(HPLC) prosediirii

Beyin dokulari Paxinos ve Watson si¢an
beyin atlasindaki (Paxinos ve Watson,
1998) milimetrik o6lgimlere goére frontal
korteks, striatum, hipokampls disseke
edilmis ve ardindan homojenize edilmigtir.
Norotransmitter seviyelerinin kromatografik
analiz igin; G1322A degazér, G1311A
kapiller pompa, G1313A sogutuculu
autosampler, G1316A termostatll kolon,
G13215A florosan dedektor, G1323B
kontrol modili ve C18 calisma kolonu,
iceren Agilent 1100 Series HPLC cihazi
kullaniimistir.  Mobil faz olarak 2:1:1
oraninda 250 mM sodyum asetat tampon
cozeltisi (pH: 6.9), diger akislar icin %95’lik
metanol, distile su kullaniimigtir. Analitler
sirasiyla 340 nm eksitasyon ve 450 nm
emisyon dalga boyunda bir floresans
detektéri ile analiz edilmigtir. Floresan
dedektor yardimiyla analiz yapilacagi igin
organik bilesikleri saptayabilmek amaciyla
pre-kolon turevlendirme yapilmigtir. Kolon
sicakhigi olarak 25°C, mobil faz akis hizi
olarak 0,5 mi/dak belirlenmistir. Eksternal
standart olarak, HCI igerisinde ¢6zilmis L-
glutamik asit, glutamin ve GABA deiyonize
su ile seyreltilerek, uc farkh
konsantrasyonda (0.25 pM, 0.5 pM, 1 ve 2.5
MM) kullaniimistir. Standartlar ve drnekler
cihaz  tarafindan yapilan prekolon
turevlendirmenin ardindan otomatik
enjeksiyon ile 12 pl hacimde sisteme
uygulanmistir. Elde edilen
kromatogramlarda L-glutamik asit, glutamin
ve GABA icin sirasiyla 8,28 £ 0,07, 17,76
0,02, 31,03+0,03’ deki piklerde egri altinda
kalan alan verileri bilgisayar yazilimi
aracihgi ile elde edilmigtir (Sekil 2). Her bir
ornekten elde edilen veriler korelasyon
analizi ile standartlara gore kalibre edilerek
norotransmitter seviyeleri (ng/mg doku)
hesaplanmistir.
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Sekil 2. Standartlarin birlesik kromatogrami
ve beyin dokusu O6rnegi kromatogrami.
Tutma zamani: L glutamik asit, glutamin ve
GABA icin sirasiyla 8,28+0,07, 17,76%0,02,
31,03+0,03 dk.

L

immiinoblotlama analizi

Dondurulmus dokular, proteaz inhibitérleri iceren 20
mM Tris-HCI tamponda homojenize edilmigtir.
SantrifUjlemenin  ardindan  peletler, proteaz
inhibitéri solisyonunda (DTT, gliserol, Tris-HCI,
EDTA ve Triton X-100 igerir) 1 saat slreyle inkiibe
edilmistir. Lowry yontemi (Lowry ve ark. 1951) ile her
beyin dokusundaki protein miktari belirlendikten
sonra, %12 SDS-PAGE ayrimi i¢gin 100 ug protein
iceren numuneler hazirlanmigtir.  Hazirlanan
numuneler jele yliklenmis ve ardindan nitroseliloz
membranlara aktariimistir (85 V'de 70 dakika).
Aktarilan ornekler birincil antikorlar [a-2¢ (sc-1480,
1: 200) ve B-aktin (sc-130657, 1: 200), Santa Cruz
Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, ABD)] ile
inkUbe edilmistir. Daha sonra membranlar, ilave 60
dakika sureyle tavsan monoklonal anti-goat 1gG
ikincil antikorlari (1: 2000) ile inkube edilmigtir. NBT
/ BCIP (nitro blue tetrazolyum ve 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-fosfat; Promega, Wisconsin, ABD)
membranda olusan her bir proteine 6zgl spesifik
bantlarin goérinirligi icin  kullanilmigtir. Ortaya
¢ikan zarlarin dansitometrik analizi icin kamuya agik
bir yazilim kullaniimistir (Bio-Rad Molecular Analyst,
www.totallab.com).

istatistiksel Yontemler

Calismada elde edilen veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir. istatistiksel olarak
anlamlilik derecesi p<0,05 kabul edilmistir. Davranis
deneyleri icin tek yonli ANOVA ve Bonferroni post
hoc testi kullaniimistir. Dopaminerijik lif yogunluklar
ve norotransmitter dizeyleri analizinde tek yonlu
ANOVA ve Tukey post hoc testi kullaniimigtir.

BULGULAR
Davranis deneylerinin degerlendirmesi

Lokomotor aktivite degerlendirildiginde; toplam kat
edilen mesafenin bitin gruplarda erkek siganlara
gore disi sicanlarda daha fazla oldugu gozlenmistir.
KiP olusturulmus disi sicanlarda, kontrol grubuna
gore toplam kat edilen mesafede anlamli bir artis
g6zlenmistir (3280 + 324,6; 1736 £ 75,96, p<0,05;
Sekil 3).
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Sekil 3. Subkronik ketamin uygulamasi ve
KiP olusturulmus sicanlarda uygulanan
tedavilerin disi sigcanlarda kat edilen toplam
mesafeye etkisi. (n= 4/grup, * p<0,05).
naive: KiP olusturuimamis ve tedavi
almamis grup, SF: serum fizyolojik, KET:
ketamin, CPZ: klorpromazin.

Dinlenme vyuzdeleri degerlendirildiginde;
KiP grubunda, kontrol grubuna gdre
dinlenme yUzdesi istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmistir (69,85 £ 2,915; 80,88
+ 0,969, p<0,05). Klorpromazin tedavisi
uygulanan KiP grubunda dinlenme yiizdesi,
tedavi almamis KiP grubuna gére anlamli
olarak artmistir (81,63 + 1,83; 69,85 + 2,91,
p<0,05) (Sekil 4).
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Sekil 4: Subkronik ketamin uygulamasinin
ve KiP olusturuimus siganlarda uygulanan
tedavinin dinlenme ylzdesi Uzerine etkisi
(n= 8/grup, * p<0,05).

KIP olusturulmus sicanlarda stereotipik
davranis yuzdesinde kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamh  bir artis
goézlenmistir (7,71 £ 0,63; 11,21 + 0,94,
p<0,05). Klorpromazin tedavisi uygulanan
KiP grubunda, tedavi almamis KiP grubuna
gore stereotipik davranis ylzdesinde
anlamli bir azalma gézlenmistir (8,26 £ 0,54;
7,71 £ 0,63, p<0,05). 1 ve 3 umol/kg JP-
1302 uygulamasi stereotipik davranisi

azaltiyor olarak gézlenmekle beraber, KiP grubuna
gore anlamli bir farkhlik gozlenmemistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Subkronik ketamin uygulamasinin ve KiP
olusturulmus siganlarda uygulanan tedavinin
stereotipik davranis ylzdesi Uzerine etkisi. (n=
8/grup, * p<0,05).

KiP olusturulan grupta sosyal etkilesim siresi
kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmistir (162
+ 21,33; 331 = 27,71, p<0,001). Uygulanan
klorpromazin tedavisi sosyal etkilesim suresinde bir
farkhiida neden olmazken, JP-1302 tedavisinin
sosyal etkilesim sdresini doz bagml olarak
iyilestirdigi gozlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Subkronik ketamin uygulamasinin ve KiP
olusturulmus siganlarda uygulanan tedavinin sosyal
etkilesim slresi Uzerine etkisi (n= 8/ grup, ***
p<0,001).

KiP grubunda kontrol grubuna gére yeni obje tanima
indeksinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
g6zlenmistir (0,44 + 0,02; 0,67 + 0,03, p=0,0003).
KiP olusturulmus sicanlara uygulanan klorpromazin,
tanima indeksi Uzerinde etkili olmamistir. KiP
olusturulmus 10 umol/kg JP-1302 tedavi grubunda,
tedavi gérmemis KiP grubuna gdre tanima indeksi
anlamli bir sekilde artmigtir (0,60 £ 0,05; 0,44 + 0,02,
p=0,0232, Sekil 7).
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Sekil 7. Subkronik ketamin uygulamasinin
ve KiP olusturulmus sicanlarda tedavinin
tanima indeksi U(zerine etkisi (tanima
indeksi= A/ A+B; A= yeni objeyi tanima
suresi, B= eski objeyi tanima suresi; n=
8/grup * p= 0,023, *** p=0,0003).

immiinohistokimyasal analiz sonuglari

Yapilan immunohistokimyasal analizlerde
KiP grubunda striatumda artmis TH-IR
gdzlenmistir  (p<0,0001). KiP tedavi
gruplarinda 3 umol/kg ve 10 ymol/kg JP-
1302, artmis TH-IRyi anlamli olarak
azaltmistir (p<0,03; p<0,0001; Sekil 8).
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Sekil 8. Subkronik ketamin uygulamasinin
ve KiP olusturulmus sicanlarda tedavinin
striatumdaki TH-IR’ye etkisi. (n= 6/grup,
**** p<0,0001; * p<0,03).

Nukleus akumbens kabuk ve cekirdek
bolgesindeki TH-IR degerlendirildiginde;
ketamin uygulamasinin TH-IR’de anlamli bir
farkhida neden olmadigi goézlenmigtir.
Tedavi uygulanmamis KiP grubuyla, JP-
1302 tedavisi uygulanmis KiP grubu
kargilastirildiginda; 3 ve 10 umol/kg JP-
1302’nin TH-IR'yi anlamli olarak azalttigi
g6zlenmistir (**** p<0,001). Klorpromazin
tedavisinin NAC’de TH

immunoreaktivitesinde anlamli bir farkliliga neden
olmadigi gozlenmigtir (Sekil 9).
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(Kontrole gére %)
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Sekil 9. Subkronik ketamin uygulamasinin ve KiP
olusturulmus  siganlarda  tedavinin  nikleus
akimbenste TH-IR’ye etkisi (**** p< 0,001).

Nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik noéronlarin
govdelerinin  bulundugu SN'de, TH-IR gruplar
arasinda Kkarsilastirildiginda; KiP olusturuimus
sicanlarda TH-IR’nin  anlamh  olarak arttigi
g6zlenmistir (**** p<0,0001; Sekil 10). Tedavi
uygulanan gruplarda ise; 3 ymol/kg JP-1302 ve
CPZnin SN’deki artmis dopaminerjik aktiviteyi
azalttigr gézlenmistir (*** p=0,0003; **** p<0,0001).

2

-
=
<

SN'de TH-IR
(Kontrole gére %)

Sekil 10. Subkronik ketamin uygulamasinin ve KiP
olusturulmus sicanlarda tedavinin SN’de TH-IR’ye
etkisi (*** p<0,005; **** p<0,001).

VTA'da TH immunoreaktivitesi gruplar arasinda
karsilastirildiginda; KiP olusturulmus siganlarda
TH-IR’nin anlamh olarak arttigi gézlenmistir (*
p<0,05; Sekil 11). Tedavi uygulanan gruplarda ise;
1 pmol/kg JP-1302 ve 3 ymol/kg JP-1302 VTA'daki
artmis dopaminerjik aktiviteyi azalttigi gézlenmigtir
(*** p<0,001; **** p<0,0001).
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Sekil 11. Subkronik ketamin uygulamasinin
ve KiP olusturulmus sicanlarda tedavinin
VTA'daki TH-IR'ye etkisi (* p<0,05; ***
p<0,001; **** p<0,0001).

Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile Glutamat, Glutamin, GABA
diizeylerinin 6l¢iimii

Subkronik ketamin uygulamasinin ve KiP
olusturulmus sicanlarda tedavinin
norotransmitter duzeyleri Uzerine etkisi
degerlendirmek amaciyla, sizofreni
patofizyolojisinde rol oynadidi dusundlen
beyin bdlgelerindeki -prefrontal korteks,
striatum, hipokampus- glutamat, glutamin
ve GABA dizeyleri 6l¢climustir. Prefrontal
korteks, striatum ve  hipokampuste
glutamat, GABA ve glutamin duzeyleri
karsilastirildiginda KiP olusturulmus grupta
ve tedavi gruplarinda kontrole goére anlamli
bir farklilik bulunmamuistir.

Western blotting sonuglar

Prefrontal korteks ve hipokampluiste az.-AR
duzeyleri degerlendirilmigtir (Sekil 12).

b 3 d e f a b < d e f g
pactin Glp, e — —— ——

o2, [ — . — —— )1 — — — —

Prefrontal korteks Hipokamptis

Sekil 12. KiP ve kontrol siganlarinda
prefrontal korteks ve hipokampUsten
Western blot analizi ile elde edilen temsili
zar goruntdleri (a. SF+SF b. SF+10 pmol/kg
JP-1302 c. KET+SF d. KET+1 ymol/kg JP-
1302 e. KET+3 pmol/kg JP-1302 f. KET+10
umol/kg JP-1302 g. KET+CP2Z)

Prefrontal kortekste ax-AR diizeyi KiP
olusturulmus sicanlarda kontrole gobre
anlamh olarak artmistir (** p<0,001 Sekil
13a). KiP olusturulan grup ile tedavi gruplari

karsilagtinidiginda; 10 pmol/kg JP-1302 tedavisi
alan grupla KIP grubu arasinda anlaml bir farkliliga
rastlanmistir (*p<0,01, Sekil 13a).

Hipokamplste a2-AR diizeyi KIiP olusturulmus
si¢canlarda kontrole gére anlamh olarak artmistir (**
p<0,0001; Sekil 13b). KiP olusturulan grup ile tedavi
gruplan karsgilastirildiginda; 10 pmol/kg JP-1302
tedavisi alan grupla KIiP grubu arasinda (*
p<0,0001), CPZ tedavisi alan grupla KiP grubu
arasinda anlamli bir farkhhda rastlanmigtir (*
p<0,001, Sekil 13b)

a) [ SF
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—
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Sekil 13. Ketaminle indiklenen psikoz ve kontrol
gruplarinda (a) prefrontal korteks (b) hipokampuste
Western-blot yontemiyle elde edilen 02-AR
ekspresyon seviyeleri.

TARTISMA VE SONUG

Sizofreni semptomatolojisinde, hastalik gelisiminde,
prognozunda ve tedaviye cevapta yuksek
degigkenlik iceren heterogenik bir bozukluktur.
Yillardir siregelen galismalara ragmen sizofreninin
patofizyolojisi hala belirsizdir ve hastaligin tedavisi
mikemmel olmaktan olduk¢ca uzaktir. Sizofreni
tedavisine kullanilan 20’den fazla antipsikotik ila¢
var. Fakat etkililikleri ve yan etkileri sebebiyle
sikintih ve ayrica ilaglarin godu negatif ve kognitif
semptomlara karsi etkisizdir. Negatif ve kognitif
fonksiyonlara etkili ilaglara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Bu calismada siganlarda ketaminle indiklenen
sizofreni modelinde davranissal ve molekiler
degisimleri inceledik. Amacimiz subkronik ketamin
enjeksiyonunun sizofreninin pozitif, kognitif ve
negatif semptomlarini taklit etmedeki gucunu
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dogrulamak, bu davranigsal defisitleri
molekuller degisimlerle desteklemek ve
adrenerjik sistemin antipsikotik
tedavisindeki olasi rolini arastirmakti.
inceledigimiz lokomotor aktivite, sosyal
etkilesim ve yeni obje tanima gibi
davranigsal parametreler, literatlirde birgok
hastallk modelinde psikotik semptomlarin,

sosyal becerilerin ve hafizanin
degerlendirilmesi icin kullanilmistir.
Molekler calismada ise hastalik

olusumunda ve prognozunda rol aldigi
bilinen norotransmitter degisimlerini
gOstermek hedeflendi.

Lokomotor hiperaktivitenin psikotik
ajitasyon gibi pozitif semptomlarin belirli
bilesenleri yansitabilecegi distintilmektedir
(Powell ve ark., 2008). Artmis lokomotor
cevabin pozitif semptomlarin olusmasinda
rol alan subkortikal hiperdopaminerjik
aktiviteyi yansittigi gOsterilmistir
(O'Tuathaigh ve ark., 2015). Calismamizda
KiP olusturuimus grupta beklenildigi gibi
toplam kat edilen mesafede artis ve
dinlenme yuzdesinde azalma gdzlendi.
immunohistokimyasal calismalarda
gosterdigimiz  KiP  olusturulmus grupta
gOzlenen striatal dopaminerjik aktivite artigi
bu teoriyi  desteklemektedir.  Pozitif
kontrolde uygulanan klorpromazin tedavisi
artmis hiperaktiviteyi tersine cevirdi. Bu
durum tipik  bir antipsikotik  olan
klorpromazinin klinik kullanimda pozitif
semptomlar Uzerindeki etkisini
desteklemektedir. Amfetamin ve dopaminin
lokal olarak nukleus akumbense
uygulanmasi lokomosyonu arttirmaktadir.
NAcc’de dopamin sinyalinin engellenmesi
ise amfetaminle induklenen lokomosyonu
azaltmistir  (Kesby ve ark., 2018).
Calismamizda KIiP gruplarinda axc-AR
antagonist uygulamasinin striatum ve
NAcc’'de dopaminerjik aktiviteyi azalttigi

gOsterilmistir. Bu durum a2c-AR
antagonizmasinin sizofreninin pozitif
semptomlarinda etkili olabilecegini

dustindirmektedir. Stereotipik hareketler
kafa ve 6n pencelerin hizli ve tekrarlayici
hareketleri tanimlamaktadir (Ventura ve
ark., 2020). Kemirgenlerde stereotipik
davraniglarin artisi psikotik semptomlarla
iliskilendirilmigtir. Calismamizda KiP
grubunda stereotipik davranis ylzdesinde
artma go6zlenirken klorpromazin tedavisi bu
artigi geri gevirmigtir.

Sosyal fonksiyonlarda azalma sizofrenide negatif
semptomlarin ana 6zelligidir (Ellenbroek ve Cools,
2000). Kemirgenlerde sosyal etkilesim olgcimleri
insanlardaki sosyal etkilegsimin direkt analogudur.
Bircok farmakolojik ve norogelisimsel sizofreni
modelinde sosyal etkilesim defisitleri gosterilmistir.
Akut ve kronik PCP uygulamasinin sosyal defisit
olusturdugu gdsterilmistir (Snigdha ve Neill, 2008).
Bununla uyumlu olarak calismamizda subkronik
ketamin uygulamasi sonrasi sosyal etkilesimde
kontrol grubuna gére anlaml bir azalma
gosterilmistir. Uyguladigimiz klorpromazin tedavisi
sosyal defisitte etkili olmamistir. Bu durum,
klorpromazinin klinik kullaniminda gérilen tabloya
benzerdir. Tipik AP’ler, klorpromazin gibi, pozitif
semptomlarda iyilesme saglarken cogu zaman diger
semptomlari iyilestirmede basarisiz olmaktadir
(Maric ve ark., 2016). Tedavi gruplarina
uyguladigimiz t¢ farkli doz JP-1302 (1 — 3 — 10
pMmol/mg) istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber doz bagimli etki ile sosyal etkilesim
suresinde artis gdéstermistir. Onceki galismalarda
a2c-AR antagonisti ORM-13070’in sicanlarda akut
PCP indukli sosyal etkilesim defisitini tamamen
tersine cevirdigi gosterilmistir (Sallinen ve ark.,
2013a). Dahasi axc-AR antagonistlerinin PCP ile
indliklenen ve norogelisimsel sigcan sizofreni
modellerinde pozitif ve kognitif defisitleri de geri
cevirmistir (Uys ve ark., 2016). Bir diger ylksek
segiciligi olan axc-AR antagonisti ORM-12741
kognitif fonksiyonlardaki etkisinin degerlendirilmesi
icin klinik galigmalara girmigtir (Rinne ve ark., 2017).
a2c-AR antagonistleri negatif semptomlar tGzerindeki
etkisini VTA’dan koken alan prefrontal dopaminerijik
néronlarin  atesleme aktivitesini dlzenleyerek
gosteriyor olabilir (Sallinen ve ark., 2013a). Bu
ndronlarin hipofonksiyonu sizofreni hastalarindaki
negatif semptomlarla yakin iligkilidir (Winograd-
Gurvich ve ark., 2006; Schwartz ve ark., 2012).
Prefrontal kortikal alandaki fonksiyonel baglantilar
akut distik doz PCP dozundan sonra anlamli olarak
degismistir (Paasonen ve ark., 2017). ORM-10921
siganlarda mPFC’de dopamin salinimi arttirmigtir bu
durum kismen axc-AR’lerin  negatif semptomlar
Uzerindeki etkisini agikhyor olabilir.

Sizofreninin tedavisinde karsilanmamis dnemli bir
klinik intiyag, kognitif semptomlarin tedavisidir. Cok
sayida kemirgen calismasinda kullanilan yeni obje
tanima gorevi, gorsel O6grenme ve hafizayi
degerlendirmek igin kullanilan bir preklinik yéntemdir
(Lyon ve ark., 2012). Calismamizda subkronik
subanestezik ketamin uygulanan grupta tanima
indeksi skorunda anlamli diisis gozlenmistir. Birgok
sican sizofreni modelinde YOT testinde benzer
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sonuclar elde edilmistir (Cadinu ve ark.,
2018). Klorpromazin uygulamasi tanima
indeksi Uzerinde etkili olmamistir. Klinik
kullanimda 6zellikle atipik antipsikotiklerin
kognitif semptomlar Uzerinde etkisiz oldugu
g6zlemine uygundur. Calismamizda
ketamin uygulanan grupta skor duserken,
yuksek doz JP-1302 uygulamasi bu skorda
iyilegtirici etki yapiyor olarak goériGnmastar.
a2¢-AR segici antagonistleri JP-1302, ORM-
10921 ve 88 ORM-12741, NMDA-
antagonisti kaynakh noropsikiyatrik hastalik
hayvan modellerinde kognitif ve sosyal
disfonksiyonu tersine cevirir (Sallinen ve
ark., 2013a; Sallinen ve ark., 2013b).
Mekanizma belirsiz olmasina ragmen,
hipoglutamaterjik durumlarin neden oldugu
semptomlari hafifletmede segici azc-AR
antagonizminin (agonizm degil) faydali bir
rolU olabilecegini gosterir.

Sizofrenide hayvan modelleri
calismalarinda iKi cinsiyetin de
degerlendirildigi calismalar sinirhdir (5/97,
Hill, 2016). Hedeflenen tedavi grubunda her
iki cinsiyetin de varligi dusunulerek
calismamiza hem erkek ve disi hayvanlar
dahil edilmistir. Davranis testlerindeki
farkhliklar degerlendirildiginde; YOT ve
sosyal etkilesim deneyinde cinsiyetler
arasinda anlamh farklihk gdézlenmemistir.
Acik alan testinde ise disi sicanlar ketaminin
etkisine daha duyarl oldugu gozlenmigtir.
KiP olusturulmus disi grupta lokomotor
aktivitede anlamli bir artig gdzlenirken,
erkek sicanlarda bu artis daha ihmli olarak
g6zlenmistir. Onceki caligmalarda MK-801'i
takiben, disi siganlar, hareket skorlari,
koklama ve ataksi puanlari olan erkek
sicanlara gore anlamli derecede daha fazla
davranigsal  duyarlilk  gOstermektedir
(Andiné ve ark., 1999). Disi sicanlar ayrica
PCP uygulamasi sonrasi, hiperaktivite,
stereotipik davranislar, motor koordinasyon
bozuklugu, titreme ve ataksik davraniglarda
erkek siganlara gore daha fazla etki
go6zlenmistir (Wessinger, 1995).
Calismamizda teknik aksakliklar sebebiyle
disi sicanlarda Ostral siklus tayini
yapilamamistir. Bu sebeple davranigsal
degisikliklerdeki farkhhga ketamin
farmakokinetigindeki farkhligin yani sira
Ostrojen ve progesteron seviyelerinin
etkilerini degerlendirmek mumkuan
olmamistir. Calismamizda YOT ve sosyal
etkilesimde disi ve erkek siganlar arasinda

anlamh bir farklihk gézlenmemis olmakla beraber
siklus tayinin yapildigi ek ¢alismalara ihtiyac vardir.

Ozellikle hastahigin erken evrelerinde dopaminerjik
aktivitede gorulen artiginin 6zellikle pozitif ve kognitif
semptomlarla iligkili oldugu dusunulmektedir.
Dopamin sentezi, salinimi, reseptér sayisi ve
afinitesi gibi bircok bilesen bu hiperdopaminerjik
aktivitenin kaynagi olabilir. Bundan yola c¢ikarak
katekolamin sentezinde hiz sinirlayici enzim olmasi
sebebiyle tirozin hidroksilaz (TH) aktivitesi, TH
ekspresyonundaki degisimler sizofrenideki
dopaminerjik aktivite degisimlerini yansitiyor olabilir
(Mueller ve ark., 2004). Postmortem beyin
dokularinda yapilan bir g¢alismada sizofrenili
bireylerde kauadat ve putamen nukleusta TH enzim
aktivitesinin artmis oldugu gozlenmistir (Toru ve
ark., 1982). Deneysel c¢alismalarda NMDA
antagonisti olan MK-801 ile psikoz modeli
olusturulmus siganlarda TH seviyesinin arttigi
gOrulmistir (Huang ve ark., 2014). Bu bulgular
calismamizda elde ettigimiz ketaminli gruplarda
gorulen TH-IR artigiyla tutarhdir. Dahasi striatum ve
kaudat nukleusta JP-1302'nin yuksek
konsantrasyonlarinda TH-IR aktivitesinde azalma
g6zlenmesi bu ajanin tedavi edici etkisini gdsteriyor
olabilir. ~ VTA  beyindeki o6nemli  dopamin
merkezlerindendir. VTA'’da TH ekspresyonunun
degerlendirildigi ¢alismalarin sonuglari ¢eliskilidir.
Bazi galismalarda NMDA antagonisti sonrasi TH
mRNA dizeyinde azalma gozlenirken (Katayama ve
ark., 2013), bazi calismalarda artis gézlenmistir (Du
Bois ve ark., 2008). Bizim ¢alismamizda VTA'da TH-
IR’sinde kronik ketamin uygulamasi sonrasi artis
gézlenmistir. Bu artis KIP grubunda NAcc'de
g6zlenen TH-IR artisiyla ve hiperlokomosyon
bulgusu ile uyumludur. Calismamizda, belirlenen
beyin bolgelerinde total dopaminerjik aktivite
degerlendirilmigtir. Ekstraseluler dopamin
seviyelerinin degerlendirildigi ek ¢calismalara ihtiyag
vardir.

Bu calisma ketaminle induklenen sizofreni
modelinde JP-1302’nin etkisini inceleyen ilk ¢calisma
olma 6zelligi tagsimaktadir. Ayrica subkronik ketamin
uygulamasinin  TH-IR’si  Gzerindeki  etkisini
degerlendiren sayili galismalardandir. Literaturde
ketaminle indiklenen sizofreni modelinde disi ve
erkek sicanlarin de@erlendirildigi c¢alisma sayisi
sinirlidir.  Calismamizda ketamin uygulamasinin
cinsiyetler arasindaki davranigsal farkliliklar
degerlendirilmistir. Calismanin kisithliklarindan biri
pozitif kontrol grubunda tedavi olarak tipik
antipsikotik sec¢ilmis olmasidir. Tipik antipsikotiklerin
negatif ve kognitif semptomlar (zerinde etkileri
sinirhdir. Bu semptomlar degerlendirebilmek atipik
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bir antipsikotik seg¢imi igin daha uygun
olacaktir. Norotransmitter seviyeleri beyin
dokusu homojenizasyonu sonrasi
degerlendirilmistir. Bu nedenle hicre ici ve
digl norotransmitter ayrimina
gidilememistir.  Yapilacak  mikrodiyaliz
calismalariyla yalnizca ekstraselller
norotransmitter seviyeleri degerlendirilebilir.

Sonug¢ olarak, bu c¢alismanin sonuglari
ketaminle indiklenen sizofreni modelinin
hastalik patofizyolojisi ve antipsikotik tedavi
arastirmalarinda faydali olabilecegini ve
azc-adrenoseptorleri hedef alan ilaglarin
sizofreninin tedavisinde umut verici ajanlar
olabileceklerini gostermektedir.
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