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Topiramatın öngörülemeyen hafif kronik strese maruz kalan sıçanlarda öğrenme ve 

hafıza üzerine etkileri 

 
Şule Aydın 

 
Eskişehir Osmangazi Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Farmakoloji ABD 
 

GİRİŞ VE AMAÇ 
 
Çevresel ve psikolojik birçok stres faktörü 
depresif bozukluklara neden olmakta ve bu stres 
faktörleri vücudumuzda nörobiyolojik ve 
nörodejeneratif değişikliklere yol açmaktadır (1). 
Topiramat (TPM) epilepsi tedavisinde 
kullanılmasının yanında psikiyatrik hastalıkların 
tedavisi üzerine etkileri sıklıkla araştırılmaktadır 
(2). Fakat literatürde TPM’ nin bilişsel 
fonksiyonları bozduğuna dair çelişkili bulgular 
bulunmaktadır. (3-5). Çalışmamızda TPM’ nin 
öğrenme-hafıza üzerine olan etkilerini davranış 
(depresyon, anksiyete, öğrenme, hafıza, 
lokomotor aktivite), nörobiyolojik (BDNF, 
glutamat, kortikosteron) ve morfolojik (CA1-CA3 
ile GD hücre hacmi, mide, vücut ve adrenal bez 
ağırlığı) olarak geniş perspektifte araştırmayı 
amaçladık. 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Çalışmamızda Eskişehir Osmangazi Üniversitesi 
(ESOGÜ) Tıbbi-Cerrahi Deneysel Araştırma 
Merkezi (TICAM)’ nden temin edilen 300-350g 
ağırlığında, erkek, Albino Wistar sıçanlar 
kullanıldı. Deney protokolümüz ESOGÜ Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafından 
18.09.2018 tarih ve 577-2 numaralı karar ile 
onaylandı. Sıçanlar; Kontrol, Kontrol+TPM 
1mg/kg, KÖHS (kronik öngörülemeyen hafif 
stres- uygulanan grup), KÖHS+TPM(0,1, 1, 10, 
100mg/kg) grupları olmak üzere 7 gruba ayrıldı. 
KÖHS protokolümüzde 9 farklı hafif-stresör olup 
45 gün boyunca rastgele uygulandı. KÖHS 
protokolünden sonra 21 gün boyunca TPM gavaj 
yolu ile uygulandı. İlaç uygulamalarının ardından; 
sükroz tercih, lokomotor aktivite, zorlu yüzdürme, 
yükseltilmiş artı labirent ve Morris su tankı testleri 
gerçekleştirildi. Davranış testlerinin ardından; 
kan serumlarında kortikosteron, sağ hipokampus 
dokusunda BDNF ve glutamat seviyeleri ELISA 
yöntemi ile değerlendirildi. Sol hipokampus 
(Cornu Ammonis-CA1/CA3, girus dentatus- GD) 
bölgelerinin hacimleri hesaplandı. Ayrıca KÖHS 
ve TPM’ nin vücut, adrenal bez ağırlıkları ve mide 
üzerine etkileri araştırıldı.  
 
İstatistiksel analizlerin uygulanmasında 
GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) paket 
programı kullanıldı. Verilerin normal dağılımları 
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile 
incelendi. Normal dağılım gösteren veriler  
 

 
 
parametrik testlerle (Tek ve Çift yönlü Varyans analizi ve 
Tukey testi), normal dağılım göstermeyen veriler ise 
nonparametrik testlerle (Kruskal-Wallis testi ve Dunn’s 
testi) değerlendirildi. Sonuçlar p<0,05 anlamlı kabul edildi. 
Normal dağılım gösteren grupların sonuçları 
Ortalama±SEM olarak verilmiştir. Normal dağılım 
göstermeyen grupların sonuçları ise Median %25-75 (Q1-
Q3) olarak verilmiştir. 

 
BULGULAR 
 
KÖHS grubunda anhedoni gözlenmedi (Şekil 1). 
Stereotipik hareketlerde gruplar arasında fark görülmedi 
(Şekil 2). Lokomotor aktivite testinde KÖHS ve 
KÖHS+TPM0,1 ve TPM1 gruplarında kontrol grubuna göre 
total hareket arttı (Şekil 3). Anksiyolitik etkiler açısından 
tüm gruplar arasında anlamlı bir fark gözlenmedi (Şekil 4). 
KÖHS grubunda hareketsiz kalınan süre arttı TPM 10 ve 
100 mg/kg dozu bu etkiyi tersine çevirdi (Şekil 5). 
KÖHS+TPM100 grubunda öğrenme ve hafıza bozuldu 
(Şekil 6,7,8,9). Platforma olan uzaklık değerlendirildiğinde 
Kontrol+TPM1 grubunda kontrol grubuna göre azalma 
görüldü (Şekil 9). KÖHS+TPM100 grubunda kortikosteron 
düzeyinde azalma görüldü (Şekil 10). BDNF seviyesi 
KÖHS grubunda arttı (Şekil 11). Glutamat seviyesi de yine 
KÖHS grubunda arttı, TPM 0,1, 1 ve 100 mg/kg dozlarında 
KÖHS grubuna göre azaldı (Şekil 12). 

KÖHS+TPM10 grubunda vücut ağırlığı değişmezken, 
KÖHS ve KÖHS+ TPM 0,1, 1 ve 100 mg/kg dozlarında 
azalma gözlendi (Şekil 13). CA1-CA3 ve DG hacmi KÖHS 
grubunda kontrole göre artarken diğer gruplarda hacimler 
kontrole göre değişmedi (Şekil 14,15). 

 
Şekil 1. Kontrol ve KÖHS grubunda sükroz tercih 
yüzdesinin ölçülmesi. Gruplar arasında istatistiksel olarak 
anlamlı bir fark görülmemiştir. KÖHS: Kronik 
öngörülemeyen hafif stres. 
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Şekil 2. Aktivitemetre testinde stereotipik 
hareketlerin gösterilmesi. Gruplar arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir. 
KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: 
Topiramat. 
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Şekil 3. Aktivitemetre testinde total hareketlerin 
gösterilmesi. *p<0,05; ****p<0,0001: Kontrole 
göre, +p<0,05: KÖHS’ e göre. KÖHS: Kronik 
öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 4. Yükseltilmiş artı labirent testinde açık 
kolda geçirilen sürelerin gösterilmesi. Gruplar 
arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
görülmemiştir. KÖHS: Kronik öngörülemeyen 
hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 5. Zorlu yüzdürme testinde hareketsiz 
kalınan sürelerin gösterilmesi. **p<0,01; 
***p<0,001: Kontrole göre, +p<0,05: KÖHS’ e 
göre. KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres. 
TPM: Topiramat. 
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Şekil 6. Morris’in su tankı öğrenme testinde platforma 
ulaşmak için geçen sürelerinin gösterilmesi. *p<0,05; 
****p<0,0001: Kontrole göre, +p<0,05; ++p<0,01; 
+++p<0,001; ++++p<0,0001: KÖHS’ e göre. KÖHS: Kronik 
öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 7. Morris’ in su tankı öğrenme testinde platforma olan 
uzaklıkların gösterilmesi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001: Kontrole göre, +++p<0,001; ++++p<0,0001: 
KÖHS’ e göre. KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres. 
TPM: Topiramat 
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Şekil 8. Morris su tankı hafıza testinde platform kadranında 
geçirilen sürenin gösterilmesi.  *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001: Kontrole göre, ++++p<0,0001: KÖHS’ e göre. 
KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 9. Morris su tankı hafıza testinde platforma olan 
uzaklıkların gösterilmesi. ***p<0,001; ****p<0,0001: 
Kontrole göre, ++++p<0,0001: KÖHS’ e göre. KÖHS: 
Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 10. Sıçanların kortikosteron seviyelerinin 
gösterilmesi. *p<0,05: Kontrole göre. KÖHS: 
Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: 
Topiramat. 
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Şekil 11. Sıçanların sağ hipokampus’ lerinden 
ELISA yöntemi ile tayin edilen BDNF seviyelerinin 
gösterilmesi. +p<0,05: KÖHS’ e göre. KÖHS: 
Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: 
Topiramat. 
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Şekil 12. Sıçanların sağ hipokampuslerinden 
ELISA yöntemi ile tayin edilen Glutamat 
seviyelerinin gösterilmesi.  *p<0,05; 
****p<0,0001: Kontrole göre, +p<0,05; ++p<0,01: 
KÖHS’ e göre. KÖHS: Kronik öngörülemeyen 
hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 13. Sıçanlarının vücut ağırlıklarının 1. ve 10. 
haftadaki vücut ağırlığının artışının (%) gösterimi. 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001: Kontrole 
göre, +p<0,05: KÖHS’ e göre. KÖHS: Kronik 
öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 14. Sıçanların sol hipokampus’ lerinde CA1-CA3 
bölgelerinin hacimlerinin gösterilmesi. ***p<0,001: 
Kontrole göre, +p<0,05; +++p<0,001: KÖHS’ e göre. 
KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres. TPM: Topiramat. 
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Şekil 15. Sıçanların sol hipokampuslerinde GD 
bölgelerinin hacimlerinin gösterilmesi. **p<0,01: Kontrole 
göre, +p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001: KÖHS’ e göre. 
KÖHS: Kronik öngörülemeyen hafif stres, TPM: Topiramat. 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Uygulamış olduğumuz stres modeli literatürde gözlenenin 
aksine öğrenme ve hafıza becerilerini artırmıştır. Bu 
bulguyu hipokampüste BDNF seviyelerinin artması ve yine 
CA-GD hacminin artması desteklemiş olabilir. Öğrenme ve 
hafıza testlerinde özellikle TPM 1 mg/kg dozu hem 
öğrenmeyi hem de hafızayı olumlu yönde desteklerken, 
stresin eşlik ettiği durumlarda TPM 100 mg/kg dozu ise 
olumsuz yönde etkilemiştir.  
Stres grubunda depresyon-benzeri davranışlar ortaya 
çıkmıştır. Burada glutamat düzeylerinin artması 
nöroplastisiteye yol açarak bu davranışı ortaya çıkarmış 
olabilir.  
TPM 10 ve 100 mg/kg dozu antidepresan-benzeri etki 
göstermiştir. Özellikle TPM 100 mg/kg dozunun kan 
kortikosteron düzeylerini azalttığı görülmektedir. Bu etkinin 
HPA eksenindeki düzenlemeden kaynaklanacağı 
düşünülebilir. 
Sonuç olarak TPM’ nin 1 mg/kg dozu öğrenme ve hafıza 
üzerine olumlu sonuçlar ortaya çıkarırken, 100 mg/kg dozu 
anti-depresan etki göstermiştir. TPM dozu kullanım 
amacına uygun olacak şekilde seçilebilir.  
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Parkinson Tedavisine Yeni Bir Yaklaşım: L-Dopa’nın Terapötik Etkisinin Potasyum Kanal 
Blokörleri ile Arttırılması 
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GİRİŞ VE AMAÇ 
 

Parkinson Hastalığı (PH), genellikle ileri yaşlarda 
(60-65 gibi) ortaya çıkan ve dünya çapında 5 
milyondan fazla insanı etkileyen nörodejeneratif 
bir hastalıktır. Tremor, rijidite, bradikinezi ve 
postural refleks bozuklukları hastalığın başlıca 
motor fonksiyon bozukluklarıdır. Ruh hali 
değişiklikleri, kognitif bozukluklar, uyku kontrol 
bozukluğu, koku alma ve otonomik fonksiyon 
bozuklukları, gastrointestinal semptomlar, görsel 
halüsinasyonlar ve diğer nöropsikiyatrik 
durumlar ise hastalığın motor olmayan 
semptomları arasında yer alır (Dauer ve 
Przedborski 2003). İnsan beyninin substantia 
nigra bölgesinde yoğunlaşmış halde bulunan 
dopaminerjik nöronların %60 ila %80’i kayba 
uğradığında yeterli miktarda dopamin üretilemez 
ve Parkinson hastalığının motor belirtileri ortaya 
çıkar (Dauer ve Przedborski 2003). 
 
Günümüzde PH’nın tedavisinde altın standart 
kabul edilen ilaç dopaminin (DA) ön maddesi 
olan L-DOPA’dır. Ancak tedavide uzun süre L-
DOPA kullanıldığında, etki süresinin kısalmasına 
bağlı olarak bir dozun etkisinin diğer dozu 
yakalayamadığı dönemlere, motor 
komplikasyonlara, özellikle de diskinezi 
gelişimine neden olur (Ahlskog ve Muenter, 
2001). L-DOPA, hastalığın birçok belirtisi üzerine 
etkili ise de özellikle hastalığın erken 
dönemlerinde ortaya çıkmaya başlayan yürüme 
fonksiyon bozukluğu üzerine etkisizdir (Nutt ve 
ark., 2011). Yapılan çalışmalar, yürüme 
fonksiyon bozukluğunun sadece dopaminerjik 
hipoaktivite ile sınırlı olmadığını işaret etmektedir 
(Devos ve ark. 2010). Bu duruma çözüm olarak, 
L-DOPA’nın terapötik etkisini azaltmadan 
dozunun düşürülmesine olanak sağlayan 
terapötik stratejiler geliştirilmesi düşünülebilir. Bu 
amaca yönelik terapötik potansiyeli olan ilaç 
gruplarından bir tanesi, hücre dışına potasyum 
çıkışını engelleyerek nöronal ateşlenmeyi 
arttıran voltaja duyarlı potasyum kanal 
blokörleridir. Yapılan preklinik çalışmalarda,  

 
 
potasyum kanal blokörleri aminopridinlerin 
kortikal ve subkortikal beyin bölgelerinde 
nörotransmitter salıverilmesini arttırdığı ve 
yürüme fonksiyonunu düzelttiği görülmüştür. 
Parkinson modellerinde aminopridinlerin 
etkilerinin araştırıldığı çalışmalarda, A-tipi K+ 
kanal blokörü 4-aminopiridinin (4-AP), 
fonksiyonel asimetriyi düzelttiği (Haghdoost-
Yazdi ve ark., 2011, 2017), bir diğer selektif Kv4 
kanal blokörü AmmTX3’ un ise motor 
fonksiyonlarını iyileştirdiği gösterilmiştir (Aidi -
Knani ve ark., 2015). 4-AP ile yapılan bir diğer 
çalışmada, yüksek dozun düşük doza oranla 
daha güçlü bir düzelme sağladığı gösterilmiştir 
(Taherian ve Ahmadi 2016). Ancak yüksek doz 
4-AP’nin nöbet gibi ciddi yan etkileri olabileceği 
düşünüldüğünde diğer anti-parkinson ilaçlar ile 
birlikte kullanılmaları PH tedavisinde daha etkili 
olabilir.  
 
Konu ile ilgili yayınlara bakıldığında PH 
tedavisinde L-DOPA ve aminopridinlerin beraber 
kullanımları ile ilgili veya L-DOPA’nın DA 
salıverilmesi üzerine etkisinin aminopridinler ile 
nasıl değiştirildiği konusunda yapılmış bir 
çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışma, bir 
aminopiridin olan 3,4-DAP'ın L-DOPA ile 
indüklenen DA salıverilmesi üzerine etkisini 
ortaya koymak için planlanmıştır. 
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Striatal dilimlerin hazırlanması  
Dekapitasyon sonrası en kısa sürede çıkartılan 
beyinler önceden soğutulmuş ve 
oksijenlendirilmiş (%95 O2 ve %5 CO2 ile) 
fizyolojik Krebs içine alındı. Kullanılan fizyolojik 
Krebs çözeltisinin kompozisyonu (mmol/L): 120 
NaCl, 1,3 CaCl2, 1,2 MgSO4, 3,5 KCl, 1,2 
NaH2PO4, 25 NaHCO3, 10 glukoz, 0,3 askorbik 
asit ve 0,029 Na2EDTA olacak şekilde hazırlandı. 
Hızlı bir şekilde korpus striatum diseke edildi ve 
doku dilimleyicisine (McIlwain) yerleştirilerek 0,3 
mm kalınlığında dilimlendi. Dilimlenmiş doku, 
içinde soğuk ve oksijenlenmiş fizyolojik sıvı 
bulunan petri kabına alınıp ve fırça yardımıyla 
dilimler birbirlerinden ayrıldı. Elde edilen doku 
dilimleri 2 ml oksijenlenmiş Krebs içeren ve 37oC 
dereceye ayarlanmış su banyosu içindeki dört 
bölmeli inkübasyon tüplerine, her bölmede bir 
dilim olacak şekilde yerleştirildi. Bir sıçandan 
elde edilen dilimler her gruba n sayısı 1 olarak 
dağıtıldı ve her deney 7 kez tekrar edildi (her 
grup için n=7 sıçan). Bir saatlik preinkübasyon 
döneminde, dilimlerin inkübe edildikleri ortam her 
15 dakikada bir taze oksijenlenmiş Krebs ile 
değiştirildi (Gul ve ark., 2016, 2020a, b). 
Preinkübasyon döneminin ardından, striatal 
dilimler kontrol (%95 O2 ve %5 CO2 ile 
gazlanmış) veya FeSO4 içeren ortamda (0.1 mM 
FeSO4 + 20 μM askorbik asit) 90 dakika süreyle 
37 °C'de inkübe edildi. Preinkübasyon döneminin 
ardından ortama belirtilen konsantrasyonlarda L-
DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA + 3,4-DAP eklendi 
ve tüm deney dönemi boyunca ortamda tutuldu. 
Bu süre boyunca, inkübasyon ortamı, taze ortam 
ile 15 dakikalık aralıklarla değiştirildi. Toplanan 
örnekler HClO4 (nihai konsantrasyon 0.4 N) ile 
asitlendirildi ve daha sonra DA ve DOPAC 
ölçümü için kullanıldı. Deneylerin sonunda 2 ml 
0,4 N HClO4 içine alınan dilimler ultrasonik 
parçalayıcı ile homojenize edildi.  Homojenatlar 
doku DA, DOPAC ve protein seviyelerinin 
belirlenmesi için kullanıldı. 
6-OHDA ile Parkinson Modeli Oluşturulması 
 
Stereotaksik çalışmalardan önce noradrenerjik 
nöronların zarar görmesini engellemek için 
sıçanlara 30 mg/kg i.p. desipramin verildi. 
Sıçanlar, 80-100 mg/kg Ketamin- 10mg/kg 
Ksilazin ile anestezi edildikten sonar stereotaksa 
yerleştirilip sabitlendi. Parkinson modeli 
oluşturulmak istenen sıçanlara, 6-OHDA, 
Paxinos -Watson sıçan beyin atlasına göre 
sıçanların sağ striatasına tek taraflı olarak 
enjekte edildi (koordinatlar: anteroposterior: + 
0,48 mm, mediolateral: − 2,2 mm ve vertical: − 
4,6 mm). 6-OHDA'nın çözülmesi için %0,3 L-

askorbik asit içeren salin kullanıldı. Enjeksiyon 
pompası ile tek bir 2 µl 6-OHDA enjeksiyonu (1 
µl'de 4 µg 6-OHDA) akış hızı: 1 µL / dak olacak 
şekilde uygulandı. 5 dakikalık enjeksiyondan 
sonra enjeksiyon probu çıkarıldı. Kontrol 
grubundaki sıçanlara ise aynı koordinatlarda 
salin enjeksiyonu yapıldı. 6-OHDA enjeksiyonu 
için doz ve stereotaksik koordinatlar literatürdeki 
çalışmalardan seçilmiştir (Cansev ve ark. 2008). 
Bu protokolün klinik ortamda PH'nin erken 
evresine benzeyen parkinsonizm semptomlarını 
sıçanlarda indüklemek için yeterli olduğu yapılan 
çalışmalar ile göstermiştir (Cansev ve ark. 2008).  
 
PH modelinin oluşması için 6-OHDA 
enjeksiyonundan sonra beklenen 21 günlük 
sürenin sonunda modelin oluşturduğunu 
konfirme etmek amacıyla d-amfetamin (5 mg / 
kg) ile indüklenen dönme testi yapıldı. D-
amfetamin (5 mg / kg) enjeksiyonunun takiben 
15-45 dakika arasinda videoya alınan ipsilateral 
yönde dönüşler kör bir gözlemci tarafından 
sayıldı. 6-OHDA enjeksiyonu yapılmış sıçanların 
aksine (30 dakikada 173 ± 22 ipsilateral 
rotasyon), tedavi edilmeyen sıçanlarda (kontrol 
grubu) hiçbir rotasyonel davranış gözlenmedi. 
Sıçanlar, beyinden d-amfetaminin atılımına izin 
vermek için dönme testinden 3 gün sonra 
dopamin salım çalışmaları için kullanıldı. 
 

DA ve DOPAC Ölçümü: 
 

İnkubasyon ortamına spontan salınan DA ve 
DOPAC seviyeleri elektrokimyasal dedektör 
bağlantılı yüksek basınçlı sıvı kromatografisi 
(HPLC) sistemi kullanılarak ölçüldü (Gursoy ve 
Buyukuysal, 2008).  Ölçümden önce 
perfüzatlardaki DA ve DOPAC ekstraksiyonu 
için, asitleştirilmiş örnekler 5 ml 2 M Tris tamponu 
(pH 8.6, %10 Na2EDTA ve %10 sodyum 
metabisülfit) ve aktive edilmiş alümina (50 mg) 
içeren cam şişelere aktarıldı ve pH, 5 M NaOH 
ile 8.4–8.6'ya ayarlandı. Şişeler 10 dakika 
çalkalandı ve süpernatant aspire edildi. Alümina 
10 ml distile su ile yıkandıktan sonra DA ve 
DOPAC 200 µl 0,4 N HClO4 ile alüminadan geri 
alıdı. Eluatın 50 µl'si, bir elektrokimyasal 
detektörlü (HP1049 EC; Hewlett-Packard, ABD) 
HPLC sistemine enjekte edildi. Bu sistemde 
mobil faz olarak 150 mM NaH2PO4 tamponu, (1 
mM 1-Octane sulfonik asit, 100 μM EDTA, %15 
Metanol), analitik kolon olarak da C18 
narrowbore kolon (Macherey – Nagel GmbH, 
Duren, Almanya) kullanıldı. Sistemde kolon 
sıcaklığı 30 oC olacak şekilde, mobil faz akış hızı 
ise 1 ml/dakikaya ayarlandı.  
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Şekil 1.  L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'ın normoksik koşullarda sıçan striatal dilimlerinden DA ve 
DOPAC salıverilmesi üzerine etkileri. 60 dakikalık preinkübasyon süresinden sonra, striatal dilimler 90 dakika 
süreyle normoksik koşullarda inkübe edildi. Bu süre zarfında, 15 dakika aralıklarla tazesi ile değiştirilen inkübasyon 
ortamına (2 ml) 1 μM L-DOPA, 50 μM 3,4-DAP ve 1 μM L-DOPA+50 μM 3,4-DAP ilave edildi. Toplanan 
numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) ölçüldü. Kümülatif DA (B) ve DOPAC (D) dataları salıverilme 
grafiğinin EAA verileri ile hesaplandı. Data ortalama ± standart hata olarak sunuldu (n=7). ** p <0.01, *** p <0.001 
— kıyas grubuna göre anlamlı.
 

Kromatografik analiz sonrası elde edilen pikler, 
0,4 N asit içinde hazırlanan ve örneklerle paralel 
bir şekilde ekstrakte edilen standartların pikleri ile 
karşılaştırılarak miktar tayini yapıldı. Bulunan 
değerler doku total proteinlerine göre düzeltilerek 
verildi.  
 
Doku DA ve Protein Seviyelerinin Ölçülmesi 
 
Deneylerin sonunda 2 ml 0.4 N HClO4 içine 
alınan dilimler homojenize edildi ve 1 ml 
homojenat mikrosantrifüjde 5 dakika santrifüj 
edildi. HPLC sistemine 20 μl süpernatant enjekte 
edildi ve örneklerin pik yükseklikleri 0,4 N 
HClO4'te hazırlanan DA ve DOPAC standartları 
ile karşılaştırılarak doku DA ve DOPAC seviyeleri 
hesaplandı. Total doku protein düzeyi Lowry ve 
arkadaşlarının (1951) yöntemine göre 50 μl doku 
homojenatı kullanılarak ölçüldü. Protein 
standartları koyun serum albümini kullanılarak 
0,4 N HClO4 içinde hazırlandı ve doku 
örnekleriyle birlikte çalışıldı. 
İstatistiksel Analizler 
 
Elde edilen bütün değerler “ortalama ± standart 
sapma” şeklinde verildi. İstatistiksel analizler 
SPSS 22.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)  
 

programı kullanılarak, grafikler ise GraphPad 
Prism v.8 kullanılarak oluşturuldu. İki grup 
arasındaki karşılaştırmalar Student t testi 
kullanılarak yapıldı. Eğri Altındaki Alan (EAA) 
verilerinde, One Way ANOVA testi ardından 
post-hoc testi olarak, Tukey testi kullanıldı. 
Zamana bağlı DA ve DOPAC salınım 
çalışmalarında ise veriler, Two Way ANOVA RM 
ardından post-hoc Tukey testi kullanılarak analiz 
edildi. Tüm testlerde istatistiksel anlamlılık değeri 
p<0,05 olarak kabul edildi 
 
BULGULAR  
 
L‐DOPA, 3,4-DAP ve L‐DOPA+3,4‐DAP'ın 
Spontan DA ve DOPAC Salıverilmesi Üzerine 
Etkisi 
 
Spontan DA ve DOPAC salıverilmesi üzerine L-
DOPA+3,4-DAP'ın etkinliğini test etmeden önce, 
ilk olarak farklı L-DOPA (1 ve 10 μM) ve 3,4-DAP 
(1, 10, 50 ve 100 μM) konsantrasyonlarının 
salıverilme üzerindeki etkileri incelendi. Tablo 
1'de görüldüğü gibi, her iki ilaç da DA 
salıverilmesini konsantrasyona bağlı bir şekilde 
arttırdı. 1 μm L-DOPA ile minimal ve 50 μM 3,4-
DAP ile orta derecede etkiler görüldüğünden, bu 
konsantrasyonlar çalışmaların devamında tercih 
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Şekil 2. L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'ın FeSO4 ile indüklenen nörodejeneratif koşullarda sıçan 
striatal dilimlerinden DA ve DOPAC salıverilmesi üzerine etkileri. 60 dakikalık ön inkübasyon süresinden 
sonra, striatal dilimler FeSO4 + askorbik asit ile 90 dakika inkübe edildi. Bu süre zarfında, 15 dakika aralıklarla 
tazesi ile değiştirilen inkübasyon ortamına (2 ml) 1 μM L-DOPA, 50 μM 3,4-DAP ve 1 μM L-DOPA+50 μM 3,4-DAP 
ilave edildi. Toplanan numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) ölçüldü. Kümülatif DA (B) ve DOPAC (D) 
dataları salıverilme grafiğinin EAA verileri ile hesaplandı. Data ortalama ± standart hata olarak sunuldu (n=7). *p 
<0.05, *** p <0.001 — kıyas grubuna göre anlamlı.

. 
 
Gruplar DA 

pmol/mg 

protein/90 dk 

DOPAC 

pmol/mg 

protein/90 dk 

Kontrol 29.25 ± 3.51 402.8 ± 18.81 

L-DOPA (1 μM) 61.31 ± 8.96 496.4 ± 54.4 

L-DOPA (10 μM) 382.7 ± 17*** 568.4 ± 34.4* 

3,4-DAP (1 μM) 43.35 ± 3.06 386.8 ± 16.7 

3,4-DAP (10 μM) 57.96 ± 2.31 345.4 ± 22.81 

3,4-DAP (50 μM) 66.02 ± 8.38 297.8 ± 28.64 

3,4-DAP (100 μM) 198.6 ± 20*** 187.2 ± 11*** 

 

Tablo 1. L-DOPA ve 3,4-DAP dozlarının normoksik 
koşullarda sıçan striatal dilimlerinden DA ve 
DOPAC salıverilmesi üzerindeki etkisi. 60 dakikalık 
preinkübasyon süresinden sonra, striatal dilimler 90 
dakika süreyle normoksik koşullarda inkübe edildi. Bu 
süre zarfında, 15 dakika aralıklarla tazesi ile 
değiştirilen inkübasyon ortamına (2 ml) değişen 
konsantrasyonlarda L-DOPA ve 3,4-DAP ilave edildi. 
Toplanan numunelerin DA ve DOPAC seviyeleri 
ölçüldü. Kümülatif DA ve DOPAC dataları salıverilme 
grafiğinin EAA verileri ile hesaplandı. Data ortalama ± 

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

 
edildi. L-DOPA ve 3,4-DAP, DA salıverilmesini 
inkübasyon periyoduna bağlı olarak hafif ve 
bazen anlamlı derecede artırdı. DA 
salıverilmesinde 3,4-DAP ile indüklenen artış 30 
dakikada maksimuma ulaşıp daha sonra 
kademeli olarak azalırken, L-DOPA 
seviyesindeki artışın neredeyse tüm inkübasyon 
periyodu boyunca kalıcı olduğu gözlendi.  
 
Kullanılan ilaçların, DOPAC salıverilmesinin 
[Fdrug (3, 20) = 2.58, p = 0.08] aksine DA 
salıverilmesini [Filaç (3, 18) = 9.177, p <0.001, 
Fzaman (3.5, 63.8) = 4.36, p <0.005, Filaç * zaman (18, 
108) = 2.66, p = 0.001] (Şekil 1a, c) zamana bağlı 
olarak anlamlı derecede arttırdığı gözlendi. Total 
DA ve DOPAC salımı üzerindeki grupların farkını 
değerlendirmek için, salıverilme eğrisinin EAA’sı 
hesaplandı. EAA verilerine göre, L-DOPA (1 μM) 
ve DAP (50 μM) DA salıverilmesini hafif arttırsa 
da bu artış, istatistiksel olarak anlamlılık 
seviyesine ulaşmadı (Şekil 1b). L-DOPA ve 3,4-
DAP’ın beraber kullanıldığı grupta ise DA 
salıverilmesinin anlamlı bir şekilde arttığı görüldü 
(p <0,001). DOPAC seviyelerinde ise fark 
görülmedi (Şekil 1d). 
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Şekil 3. 6-OHDA enjeksiyonunun DA ve DOPAC salıverilme ve doku DA seviyeleri üzerindeki etkileri. 60 
dakikalık preinkübasyon süresinden sonra, striatal dilimler normoksik koşullarda 90 dakika inkübe edildi. Bu süre 
zarfında inkübasyon ortamı (2 ml) 15 dakikalık aralıklarla yenileriyle değiştirildi. Kümülatif DA salım dataları DA (A) 
ve DOPAC (B) salım grafiğinin EAA verileri ile hesaplandı. Sıçan beyninden striatumun diseksiyonundan sonra, 
striatum 2 ml 0.4 M HCIO4 içinde homojenize edildi ve doku DA seviyesinin (c) belirlenmesi için homojenatlar 
kullanıldı. Data ortalama ± standart hata olarak sunuldu (n=7). ** p <0.05, ** p <0.01 — kontrol grubuna göre 
anlamlı.

 

L‐DOPA, 3,4-DAP ve L‐DOPA+3,4-DAP'ın 
FeSO4 ile İndüklenen Akut 
Nörodejenerasyonda Spontan DA ve DOPAC 
Salımı Üzerindeki Etkisi 

 

L-DOPA ve 3,4-DAP'in beraber kullanılmasının 
spontan DA salıverilmesini artırmada etkili 
olduğu gözlemlendikten sonra, L-DOPA ve 3,4-
DAP kombinasyonunun FeSO4'ün ile indüklenen 
nörodejeneratif koşullarda etkinliği 
değerlendirildi. Striatal dilimlerin FeSO4 ile 
inkübasyonu, DA salıverilmesinde hafif fakat 
anlamlı olmayan bir azalmaya neden olurken (p> 
0.05), DOPAC salıverilmesini anlamlı derecede 
azalttı (p <0.05).  Kontrol koşullarında 
gözlemlendiği gibi, nörodejeneratif koşullarda da 
L-DOPA+ 3,4-DAP kombinasyonu DOPAC 
salıverilmesini değiştirmeden [Filaç (4, 23) = 2.64, 
p = 0.059] DA salıverilmesini zamana bağlı olarak 
anlamlı derecede arttırdı [Filaç (4, 22) = 28.65, p 
<0.001; Fzaman (3.6, 78.9) = 3.87, p = 0.008; Filaç * 
zaman (24, 132) = 2.192, p = 0.002; Şekil 2a]. 
EAA verileri değerlendirdiğinde, L-DOPA ve 3,4-
DAP kombinasyonu ile indüklenen DA 
salıverilmesinin L-DOPA ve 3,4-DAP gruplarına 
oranla anlamlı derecede yüksek olduğu 
gözlemlendi (p <0.001). Ek olarak, DOPAC  

 

seviyesinde FeSO4 ile indüklenen azalmanın, L-
DOPA ve L-DOPA+3,4-DAP gruplarında  
tamamen düzeldiği görüldü (p <0.05). 

 

L‐DOPA, 3,4-DAP ve L‐DOPA+3,4-DAP'ın 6-
OHDA ile İndüklenen Kronik 
Nörodejenerasyonda Spontan DA ve DOPAC 
Salımı Üzerindeki Etkisi 
 
L-DOPA ve 3,4-DAP'in beraber kullanılmasının 
kronik norodejenerasyonda striatal dopaminerjik 
terminallerden DA salıverilmesi üzerindeki 
etkinliği, striatal 6-OHDA enjeksiyonu yapılmış 
sıçanlardan hazırlanan striatal dilimlerde 
değerlendirildi. İlk olarak, 6-OHDA enjeksiyonu 
yapılmış striatal dilimlerin total spontan DA ve 
DOPAC salıverilmesinde ve ayrıca doku DA 
seviyelerinde kontrol dilimlerine göre farklılık 
gösterip göstermediği incelendi. Şekil 3'te 
görüldüğü gibi, 6-OHDA enjeksiyonu hem 
spontan DA (p=0.049) ve DOPAC (p=0.0012) 
salıverilmesini hem de doku dopamin (p=0.0076) 
düzeylerini kontrol grubuna oranla anlamlı 
derecede azalttı. 
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Şekil 4. L-DOPA, 3,4-DAP ve L-DOPA+3,4-DAP'ın 6-OHDA ile indüklenen nörodejeneratif koşullarda sıçan 
striatal dilimlerinden DA ve DOPAC salıverilmesi üzerine etkileri. 60 dakikalık preinkübasyon süresinden 
sonra, striatal dilimler normoksik koşullarda 90 dakika inkübe edildi. Bu süre zarfında, 15 dakika aralıklarla tazesi 
ile değiştirilen inkübasyon ortamına (2 ml) 1 μM L-DOPA, 50 μM 3,4-DAP ve 1 μM L-DOPA+50 μM 3,4-DAP ilave 
edildi. Toplanan numunelerin DA (A) ve DOPAC seviyeleri (C) ölçüldü. Kümülatif DA (B) ve DOPAC (D) dataları 
salıverilme grafiğinin EAA verileri ile hesaplandı. Data ortalama ± standart hata olarak sunuldu (n=7). *p <0.05, ** 
p <0.01, *** p <0.001 — kıyas grubuna göre anlamlı
. 

6-OHDA ile indüklenen nörodejeneratif 
koşullarda da L-DOPA+3,4-DAP kombinasyonu 
DA [Filaç (4,11) = 20,86, p <0,0001; Fzaman (2,73, 
29,9) = 7,95, p=0.0007; Filaç * zaman (24, 66) = 1,92, 
p = 0,02; Şekil 4a] ve DOPAC [Filaç (4, 13) = 3,45, 
p=0.039; Fzaman (2,18, 28,39) = 9,5, p=0.0005; Filaç   

* zaman (24, 78) = 3,38, p <0.0001; Şekil 4c] 
salıverilmesini zamana bağlı olarak anlamlı 
derecede arttırdı. EAA değerleri 
karşılaştırıldığında, L-DOPA+3,4-DAP kaynaklı 
DA salıverilmesi, 6-OHDA (p <0,001), L-DOPA (p 
<0,01) ve 3,4-DAP gruplarından anlamlı 
derecede yüksek bulundu (p <0.05). Bu verilere 
ek olarak, DOPAC salıverilmesinde 6-OHDA ile 
indüklenen azalmanın, L-DOPA ve L-DOPA+3,4-
DAP gruplarında tamamen düzeldiği görüldü 
(sırasıyla p <0,05; p <0,001). 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Klinikte PH’nın tedavisinde L-DOPA en sık 
kullanılan ilaç olmasına rağmen, bu tedavide 
birtakım aşılamayan problemler bulunmaktadır. 
Bu problemler göz önünde bulundurularak L-
DOPA'ya uygun yardımcı tedavi bulmak için çok 
sayıda çalışma yapılmaktadır. Yürüyüş 
bozukluğu, nörodejenerasyon ve nörotransmitter 

salıverilmesi üzerindeki olumlu etkilere  
 
dayanarak, K+ kanal blokörlerinin L-DOPA'ya 
yardımcı tedavi için iyi aday bir aday olabileceği 
düşünülebilir. 
 
Bu problemlerin başında, uzun süreli tedavilerde 
L-DOPA dozunun arttırılması gerekliliği 
gelmektedir.  Bu doz artışı ise kaçınılmaz olarak 
diskinezi ve motor komplikasyonlar gibi yan 
etkileri beraberinde getirmektedir. Düşük dozda 
L-DOPA kullanmak bu yan etkilerden 
korunmanın bir yolu olsa da (Cedarbaum ve ark., 
1991), yapılan çalışmalar düşük doz idamesi ile 
tedavi etkinliğinin büyük ölçüde azaldığını 
göstermiştir (Kurlan, 2005). Dopaminerjik 
nöronlarındaki K+ kanallarının, bu nöronların 
tonik aktivitesinin kontrolüne katkıda bulunduğu 
gösterilmiştir (Liss ve ark., 2001). Bu kanalların 
bloke edilmesi, depolarizasyona neden olarak 
nöron uyarılabilirliğini artırır ve böylece DA 
salınımında bir artışa neden olur (Haghdoost-
Yazdi ve ark., 2011; Sun ve ark., 2010). 
Çalışmalar, 3,4-DAP gibi aminopiridinlerin striatal 
dopaminerjik terminallerin elektriksel aktivitesini 
artırarak dopamin salıverilmesini artırdığını 
göstermesine rağmen (Damsma ve ark., 1988; 
Freeman ve ark., 1987), aksiyon alanlarının özgül 
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olmaması bu ilaçlarla tedavinin önemli bir 
potansiyel dezavantajı gibi görünmektedir 
(Damsma ve diğerleri 1988). Bu nedenle, bu 
ilaçları L-DOPA gibi bir nörotransmiter 
prekursörü ile birleştirmek, dopaminerjik 
nöronlardan DA'nın hem sentezini hem de 
salıverilmesini artırarak özgünlüğünü artırabilir. 
Böylece L-DOPA ve 3,4-DAP’ın beraber 
kullanılması, düşük doz L-DOPA kullanılmasına 
izin verip yan etkilerini azaltabilir. L-DOPA 
tedavisindeki bir diğer problem ise, özellikle 
hastalığın erken dönemlerinde ortaya çıkmaya 
başlayan yürüme fonksiyon bozukluğu üzerine 
etkisinin yetersiz olmasıdır. Benzer şekilde 
tedavide kullanılan diğer ilaçların da yürüme 
fonksiyon bozukluğu üzerine etkilerinin sınırlı 
olması, söz konusu sıkıntının sadece 
dopaminerjik hipoaktivite ile sınırlı olmadığını 
işaret etmektedir. Gerçekten de PH’deki yürüme 
fonksiyon bozukluğuna substantia nigradaki 
dejenerasyon yanında, beyin sapından gelen 
spesifik nöron gruplarındaki dejenerasyonun da 
(pedunculopontine nucleus’tan gelen kolinerjik 
nöronlar, locus coeruleus’dan gelen 
noradrenerjik nöronlar, serotonerjik raphe nuclei 
gibi) katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Devos ve 
ark., 2010). Bu nedenle, birden fazla 
nörotransmitteri aynı anda hedeflemek, PH'de 
yürüme fonksiyon bozukluğu için faydalı olabilir 
(Kalia ve ark., 2013). Deneysel çalışmalar, K+ 
kanal blokerleri 3,4-DAP ve 4-AP'nin kortikal ve 
subkortikal bölgelerde çoklu seviyelerde 
nörotransmitter salıverilmesini arttırdığını, 
böylece multipl skleroz ve omurilik yaralanmaları 
gibi patalojik durumlarda meydana gelen yürüme 
fonksiyon bozukluğunu iyileştirdiğini göstermiştir 
(Luca ve Singer 2013; Mainero ve ark., 2004). 
Ayrıca hayvan çalışmaları, K+ kanal blokerlerinin 
PH'nin neden olduğu motor fonksiyon 
bozukluklarını iyileştirdiğini göstermiştir 
(Haghdoost-Yazdi ve ark., 2011; 2017). Diğer 
taraftan, K+ kanal blokerleri ile yapılan nispeten 
az sayıda klinik çalışmalarda, 4-AP'in PH’de 
yürüyüş bozukluğunu önemli ölçüde iyileştirdiği 
gösterilmiştir (Aidi-Knani ve ark., 2015; Luca ve 
Singer, 2013; Luca ve ark., 2017; Taherian ve 
Ahmadi, 2016). Bütün bu çalışmalar, bir 
aminopiridin ve L-DOPA kombinasyonunun, L-
DOPA tedavisine dirençli olan yürüyüş bozukluğu 
üzerinde etkili olabileceğini düşündürmektedir.  
 
Son olarak karşılaşılan diğer önemli problem de 
nöroproteksiyondur. L-DOPA, PH'nin 
semptomatik tedavisinde kullanılır ve bu 
semptomatik tedavi hastalığın ilerlemesini 
yavaşlatabilir. Ancak son çalışmalar hem 

dopaminerjik nörodejenerasyonu hem de 
semptomları hedef alan yeni farmakolojik 
müdahalelerin keşfine odaklanmıştır. Yapılan 
çalışmalar, voltaj kapılı K+ kanallarının aşırı 
aktivasyonunun aracılık ettiği hücre içi K+ 
azalmasının, kaspaz sisteminin aktivasyonuna 
ve apoptoza yol açtığını göstermiştir (Shieh ve 
ark., 2000). Aminopiridinler ile K+ kanal blokajı bu 
etkiyi tersine çevirerek (Göbel ve ark. 2013; Luca 
ve Singer 2013) apoptozu önlediği in vivo ve in 
vitro çalışmalar ile ortaya konmuştur (Gobel ve 
ark. 2013; Hu ve ark. 2006; Li ve ark. 2017). 
Dolayısı ile, L-DOPA ve 3,4-DAP’in birlikte 
kullanılması, PH'nin nörodejenerasyonunu ve 
ilerlemesini önleyebilecek olası bir nöroprotektif 
kombinasyon olabileceği düşünülebilir. Ancak 
aminopiridinler, potansiyel olarak nöroprotektif 
etkisinin aksine yüksek voltajla aktive olan 
kalsiyum kanallarının beklenmedik aktivasyonu 
gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla nöronal atrofiye 
de katkıda bulunabilirler (Wu ve ark., 2009). 
Yüksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallarının 
beklenmedik ve düzensiz aktivasyonu, 
nörodejenerasyon gelişimine doğrudan katkıda 
bulunabilen nöronal disfonksiyona yol açar.  
 
Bu çalışmada, 3,4-DAP ve L-DOPA 
kombinasyonunun hem kontrol hem de FeSO4'ün 
neden olduğu akut nörodejeneratif koşullarda 
striatal dilimlerden DA ve DOPAC salıverilmesi 
üzerindeki etkilerini araştırılmıştır. Ek olarak, L-
DOPA 3,4-DAP birlikteliğinin 6-OHDA ile 
indüklenen kronik nörodejenerasyon üzerindeki 
etkinliği de test edilmiştir. Sonuçlarımız, 1 μM L-
DOPA'nın kontrol koşullarında striatal dilimlerden 
DA salıverilmesini hafif ama anlamlı olmayan bir 
şekilde artırdığını gösterdi. L-DOPA'nın 3,4-DAP 
ile kombinasyonunun doz sınırlamasını telafi edip 
edemeyeceğini gözlemlemek amacıyla L-DOPA 
1 μM konsantrasyonunda kullanıldı. L-DOPA ve 
3,4-DAP kombinasyonunun kontrol koşullarında 
striatal dilimlerden DA salıverilmesini önemli 
ölçüde artırdığını ve bu etkinin 60 dakikalık bir 
inkübasyon süresi boyunca önemli düzeylerde 
devam ettiği gözlemlendi. Kontrol koşullarında 
DA salıverilmesini arttırmada kombinasyonun 
etkili olduğu konfirme edildikten sonra, bu 
tedavinin etkinliğini nörodejeneratif koşullar 
altında incelendi. Demirin PH'de apoptotik veya 
nekrotik mekanizmalar yoluyla progresif 
nigrostriatal nörodejenerasyonun 
hızlandırılmasında rol alan reaktif oksijen 
türlerinin (ROS) sentezini arttırdığı yapılan 
çalışmalar ile ortaya konmuştur (Berg ve ark., 
2001). Bu nedenle bu çalışmada, akut 
nigrostriatal nörodejenerasyonu indüklemek için 
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FeSO4 + askorbik asit kullanıldı. Şekil 2'deki 
veriler, FeSO4 ile inkübasyonun, kontrol grubuna 
kıyasla striatal dilimlerden DA salıverilmesini 
değiştirmediğini göstermektedir. DA'nın aksine,  
 
striatal dilimlerden DOPAC salıverilmesi FeSO4 
inkübasyonu ile önemli ölçüde azaldı. Bu 
nörodejeneratif modelde DA düzeyinde L-DOPA 
ve 3,4-DAP grubunda anlamlı bir artış 
bulunmamasına rağmen L-DOPA+3,4-DAP DA 
ve DOPAC düzeylerini FeSO4 grubuna göre 
anlamlı olarak artırmıştır. Bu sonuçlardan yola 
çıkarak, dopaminerjik nöronlardan DA 
salıverilmesini ve DA dönüşümünü artırmak için 
düşük doz L-DOPA'nın etkisini potansiyelize 
etmek için 3,4-DAP’ın kullanılabileceğini 
söyleyebiliriz. PH'nın nigral dopaminerjik 
nöronların %60'ının dejenerasyonu ile 
semptomların ortaya çıktığını ve böylelikle teşhis 
edildiği birçok çalışma ile kesin olarak ortaya 
konmuştur (Dauer ve Przedborski, 2003). 
Dolayısı ile L-DOPA ve 3,4-DAP kombinasyonun 
etkililiğini dopaminerjik nöronların kronik 
hasarında test etmek gerekmektedir. 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA), dopaminerjik 
nöronlara zarar veren ve in vivo ve in vitro 
çalışmalarda PH modellemesi için yaygın olarak 
kullanılmakta olan bir nörotoksindir (Gonzalez-
Hernandez ve ark., 2004; Luthman ve ark., 
1989). L-DOPA ve 3,4-DAP kombinasyonunun 
kronik norodejenerasyondaki etkinliği, 6-OHDA 
enjeksiyonu yapılmış sıçanlardan hazırlanan 
striatal dilimlerde değerlendirildi. 6-OHDA 
enjeksiyonu yapılmış sıçanlardan hazırlanan 
striatal dilimlerin, kontrol grubuna oranla anlamlı 
derecede daha düşük doku DA seviyesine ve 
spontan DA ve DOPAC salıverilme düzeylerine 
sahip olduğu belirlendi. L-DOPA ve 3,4-DAP ile 
DA salıverilmesinde anlamlı bir etki 
görülmemesine rağmen ve L-DOPA+3,4-DAP 
kombinasyonu DA salıverilmesini önemli ölçüde 
arttırdı. L-DOPA+3,4-DAP kaynaklı artışın, 3,4-
DAP kaynaklı artıştan önemli ölçüde daha fazla 
olduğu özellikle belirtilmelidir. Ayrıca, L-DOPA ve 
L-DOPA+3,4-DAP, 6-OHDA grubuna kıyasla 
DOPAC salıverilmesini önemli ölçüde artırdı. 
Akut ve kronik nörodejeneratif koşullar altında 
elde edilen bu sonuçlar L-DOPA+3,4-DAP 
kombinasyonunun PH’de terapötik bir 
potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. 
 
Ancak, bu çalışmanın birtakım kısıtlılıklarının 
dikkate alınması gerekmektedir. Bunlardan ilki 
yukarıda tartışıldığı üzere L-DOPA ve 3,4-DAP 
kombinasyonunun olası nöroprotektif etkinliğinin 
gösterilmemiş olmasıdır. Bunun yapılacak 

çalışmalarla netleştirilmesi gerekmektedir. İkinci 
olarak gereç ve yöntem kısmında belirtildiği gibi 
bu çalışmada erkek cins sıçanlar kullanılmıştır. 
Östrojenin DA nörotransmisyonu üzerindeki 
etkileri ve nöroprotektif etkileri göz önünde 
bulundurulduğunda (Becker, 1990; McDermott 
ve ark., 1994), bu çalışmanın önemli bir 
eksikliğinin cinsiyet farklılıklarının 
incelenememesi olduğunu söyleyebiliriz. Ek 
olarak, kadınlarda L-DOPA biyoyararlanımının 
daha fazla olduğu gösterilmiştir (Shulman, 2007). 
Dolayısı ile, bu kombinasyon tedavisinin 
etkinliğinin dişi sıçanlar üzerinde de 
değerlendirilmesinin gerektiği kanısındayız.  
 
Özet olarak mevcut sonuçlar, etkisiz bir L-DOPA 
konsantrasyonunun K+ kanal blokörü 3,4-DAP ile 
kombinasyonunun kontrol veya nörodejeneratif 
koşullar altında DA salıverilmesini önemli 
derecede arttırdığını açıkça göstermektedir. 
Aminopiridinlerin yürüme bozukluğu ve 
nörodejenerasyon üzerindeki olası potansiyel 
etkileri göz önüne alındığında, PD tedavisinde L-
DOPA ile aminopiridin grubu ilaç kullanımını konu 
alan daha fazla davranışsal ve nöroprotektif 
araştırmanın yapılmasının, yeni bir terapötik 
strateji geliştirilmesi açısından önemli olduğu 
kanısındayız.  
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 
Sigara bağımlılığı dünyada önde gelen sağlık 
sorunlarından birisidir. Dünya genelinde 1 
milyardan fazla insan sigara kullanmaktadır [1]. 
Türkiye’de ise genel nüfusun %26,5’i sigara 
kullanmaktadır [2]. Sigara kullanımı çok sayıda 
sağlık sorununa yol açmakta ve her yıl çocuklar da 
dâhil olmak üzere 6 milyondan fazla insanın 
ölümüne yol açmaktadır [1, 3]. 
Sigarada bulunan diğer maddeler sağlık 
sorunlarına yol açmakla birlikte bağımlılığa neden 
olan madde nikotindir. Nikotin, beyindeki nikotinik 
reseptörler üzerinden mezokortikolimbik 
sistemdeki dopaminerjik nöronlarda hem 
aktivasyon hem de desensitizasyona yol 
açmaktadır. Mezolimbik dopaminerjik yolağı 
etkileyerek haz hissinin ortaya çıkmasına ve 
ventral tegmental alan-nukleus akumbensi 
etkileyerek stres duygusunun azalmasına neden 
olmaktadır. Sigara kullanımının kesilmesi ile 
sinaptik aralıktaki dopamin miktarı azalır ve sigara 
içme arzusu ortaya çıkar. Böylelikle nikotin 
bağımlılığa yol açar [4]. 
Sosyal politikalar ve çevresel kısıtlamalar ile sigara 
kullanımını azaltmaya yönelik çalışmalar sigara 
kullanımında azalmaya yol açmıştır. Ancak, bu 
azalma istenilen orandan uzaktır. 2014 yılında 
Türkiye’de sigara kullanan kişilerin genel nüfustaki 
oranı %27,3 iken bu oran 2016 yılında %26,5’e 
düşmüştür. Ancak aynı yıllar arasında kadın sigara 
kullanıcılarının oranı %13,1’den %13,3’e 
yükselmiştir [2]. 
İlaçsız müdahaleler dışında sigara bağımlılığının 
tedavisinde nikotin replasman tedavisi (NRT; bant 
ya da sakız), serotonin-dopamin geri alım 
inhibitörü bupropion ve α4β2 nikotinik reseptör 
parsiyel agonisti-α7 nikotinik reseptör tam agonisti 
vareniklin kullanılmaktadır. Ayrıca, NRT ve 
bupropionun birlikte kullanıldığı kombine tedavi de 
mevcuttur. İlaçsız bırakma girişimlerine göre NRT 
sigara bırakma oranlarını %50-70 [5], bupropion  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
%80, vareniklin ve kombine tedavi %100 
arttırmaktadır [6]. Bu artışa rağmen 
farmakoterapi sonrası sigaranın bırakılarak 10 
yıl içerisinde tekrardan sigaraya 
başlanmaması oranları tedaviye bağlı olarak 
%5-35 arasında değişmektedir [7]. Dört yüz 
beş sigarakullanıcısının katıldığı bir çalışmada, 
1 yıl sonunda vareniklin ve bupropion 
kullananlarda sigara bırakma oranları sırasıyla 
%20,5 ve %18,6 olarak saptanmıştır [8]. 
Nikotinin bağımlılık yapıcı etkisinin kuvvetli 
olmasının, sigara bırakma tedavilerinde 
görülen düşük başarı oranlarına neden olduğu 
ileri sürülmektedir [4].  
Nikotin bağımlılığının ortaya çıkmasında 
beyindeki α4β2 ve α7 nikotinik asetilkolin 
reseptörlerinin rolü büyüktür [4]. Nikotinik 
asetilkolin reseptörlerinin alt birimlerinden 
bazılarının sentezinden sorumlu, 15. 
kromozom üzerinde bulunan CHRNA3-A5-B4 
gen kümesindeki genetik polimorfizmlerin 
nikotin bağımlılığının düzeyini etkilediği 
gösterilmişken, sigara bağımlılık tedavileri 
üzerine etkisi henüz net olarak gösterilmiş 
değildir [9]. Nikotin bağımlılığındaki rolüne ek 
olarak CHRNA3-A5-B4 gen kümesindeki 
genetik polimorfizmlerin alkol, kokain ve opioid 
bağımlılıkları üzerine etki gösterdiğini saptamış 
çalışmalar literatürde mevcuttur [10-14]. 
Nikotin başlıca CYP2A6 enzimince başta 
kotinine sonrasında ise trans-3ꞌ-
hidroksikotinine metabolize edilir. CYP2B6 
enziminin de nikotin metabolizmasında az da 
olsa rolü bulunmaktadır [15]. CYP2A6 
enziminin aktivitesi, içilen sigara miktarı ve 
buna bağlı olarak gelişen hastalıkların sıklığı 
ile ilişkili bulunmuştur ve CYP2A6 enzimini 
kodlayan CYP2A6 genindeki polimorfizmler 
enzim aktivitesinin değişmesine yol açmaktadır 
[16, 17]. Asyalılarda düşük CYP2A6 enzim 
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aktivitesine bağlı olarak içilen sigara miktarının 
azalması ile akciğer kanseri riskinin, beyaz ırka 
oranla daha düşük olduğu saptanmıştır [18, 19]. 
Ayrıca, CYP2B6 enzimi sigara bağımlılığı 
tedavisinde kullanılan bupropionu, 
hidroksibupropiona metabolize eden başlıca 
enzimdir [20]. 
Çoklu İlaç Direnci Proteini-1, ABCB1 (MDR1, P-
glikoprotein) kan-beyin bariyerinde yaygın bulunan 
bir dışa-atım (efluks) transportörüdür. Madde 
bağımlılığının mekanizmalarıyla ilişkili olan opioid 
peptitler, glutamat, endorfin gibi bazı endojen 
nöronal mediyatörler ve nörotransmitterler ABCB1 
substratıdır [21-23]. Ek olarak, ABCB1 
polimorfizmlerinin nikotin dışındaki diğer bazı 
madde bağımlılıklarını etkilediğini gösteren 
çalışmalar mevcuttur [24, 25]. Literatürdeki 
çalışmalarda nikotin, kotinin, bupropion ve 
vareniklinin ABCB1 substratı olmadığını 
gösterilmiş olmasına rağmen [26-28], yukarıda 
bahsedilen nedenlerden ötürü sigara 
bağımlılığında ABCB1’in rolünün daha ayrıntılı 
incelenmesi faydalı olabilir. 
Bu çalışmadaki amacımız; nikotinik reseptör alt 
birimlerinden bazılarının sentezinden sorumlu 
CHRNA3, CHRNA4, CHRNA5; nikotin 
metabolizörü enzimlerin sentezinden sorumlu 
CYP2A6, CYP2B6; p-glikoprotein sentezinden 
sorumlu ABCB1 genlerindeki polimorfizmlerin 
nikotin bağımlılık düzeyine ve sigara bırakma 
tedavilerinin başarısına etkilerinin araştırılmasıdır.  
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Çalışmamız, Hacettepe Üniversitesi Girişimsel 
Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulunca etik 
bulundu (GO 16/416-03). Katılımcılar Hacettepe 
Üniversitesi Tıp Fakültesi Göğüs Hastalıkları 
Anabilim Dalı tarafından çalışmaya alındı, genetik 
polimorfizm ve kromatografi analizleri Hacettepe 
Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji 
Anabilim Dalı’nda yapıldı. 
 
Katılımcılar  
Çalışmamıza 18-71 yaş arasında, 130 sigara 
kullanan birey ile 130 hiç sigara kullanmamış birey 
katıldı. Nikotin bağımlılık düzeyinin saptanması 
amacıyla sigara kullanan bireylere Fagerström 
Nikotin Bağımlılık Testi (FNBT) yapıldı ve test 
sonuçları nefes karbon monoksit (CO) ölçümü 
(ppm; metreküpteki partikül sayısı) ile doğrulandı 
[29]. FNBT sonucu 7 puan ve üzerinde olan 
bireyler ağır nikotin bağımlısı, 7’nin altında olan 
bireyler orta ve hafif nikotin bağımlısı olarak kabul 
edildi. Hiç sigara kullanmamış bireylerin ise nikotin 
bağımlısı olmadığı kabul edildi. Karaciğer-böbrek-

akciğer-kalp hastaları, madde bağımlılığı 
öyküsü olanlar, anksiyete bozukluğu hastaları, 
CYP2A6 enzim aktivitesini değiştirdiği bilinen 
ilaçları kullananlar ve gebeler çalışmaya 
alınmadı. Tedavide tercih edilecek ilaçlara, 
güncel tedavi kılavuzu göz önüne alınarak, 
FNBT sonucuna göre karar verildi [30]. Sigara 
bağımlığının tedavisi amacıyla sigara 
kullanıcılarına nikotin replasman (n=40), 
bupropion (n=47), kombine bupropion ve 
nikotin replasman (kombine tedavi, n=15) ve 
vareniklin (n=28) tedavileri başlandı. Tedavi 
başlangıcından sonra bireyler aylık kontrole 
çağrılarak ve 12. haftanın sonunda telefon ile 
aranarak sigarayı bırakıp bırakamadıkları 
soruldu. 

 

Genetik Analizler 

 

Genetik polimorfizmlerin analizi için 
katılımcılardan EDTA’lı tüplere kan alındı. 
Alınan kanların 200 µl’sinden Whole Blood 
DNA Purification Kit (Thermo Fischer 
Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) 
kullanılarak DNA izolasyonu yapıldı. CHRNA3 
rs578776, CHRNA4 rs1044396-rs1044397, 
CHRNA5 rs16969968, CYP2A6*1A, *1B, *4, 
CYP2B6 rs2279343, ABCB1 rs1128503-
rs2032582-rs1045642 genetik 
polimorfizmlerinin analizi için polimeraz zincir 
reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon analizi 
yöntemleri kullanıldı. CYP2A6*9 
polimorfizminin analizi ise alele spesifik PZR 
kullanılarak yapıldı. 

 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi 
Analizi 

 

Sigara kullanan bireylerin serumundan nikotin 
metabolitleri olan kotinin ve trans-3ꞌ-
hidroksikotinin, yüksek performanslı sıvı 
kromatografi (HPLC) kullanılarak ölçüldü.  
Nikotin metabolit oranı (NMR; trans-3ꞌ-
hidroksikotinin/kotinin) CYP2A6 enzim 
aktivitesini belirlemek amacıyla kullanıldı. 
Analizlerde degazör, dörtlü pompa, 
autosampler, kolon ısıtıcısı, diod array 
dedektör’den oluşan Agilent Systems 1200 
Series (Agilent Technologies, Santa Klara, 
Kaliforniya, ABD) yüksek performanslı sıvı 
kromatografi sistemi kullanıldı. Ölçümler, 
literatürde daha önce tarif edilmiş bir yönteme 
göre yapıldı [31]. Ölçümlerde elde edilen 
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piklerin örneği Şekil 1’de gösterilmiştir. 

 

 

 

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

 

İstatistiksel Analiz 

 

Nikotin bağımlılık düzeylerine ayrılan gruplarda, yaş 
Kruskal-Wallis testi kullanılarak, cinsiyet ve sigara 
kullananlarda nefes CO ölçüm düzeyleri Mann-
Whitney U testi kullanılarak analiz edildi. CHRNA, 
CYP2A6, CYP2B6 ve ABCB1 genetik 
polimorfizmlerinin genotip ve alel sıklıklarının 
karşılaştırılmalarında ki-kare ve Fischer testleri 
kullanıldı. ABCB1 haplotiplerinin karşılaştırılması da 
aynı şekilde yapıldı. 

Plazma trans-3′-hidroksikotinin, kotinin düzeylerinin 
istatistiksel analizi, ng/ml olarak ölçülmüş sonuçların 
logaritması alındıktan sonra, Mann Whitney-U ve 
Kruskal-Wallis testleri kullanılarak yapıldı. Kruskal-
Wallis testi sonrası post-hoc analizler Dunn testi 
kullanılarak yapıldı. 

İstatistiksel analizler Graphpad Prism Version 6.02 
programı (La Jolla, Kaliforniya, ABD) kullanılarak 
yapıldı. İstatistiksel güç hesaplaması, analiz 
sonucunda sigara bağımlılığı ile anlamlı ilişkisi 
saptanan genetik polimorfizmler için yapıldı. Güç 
hesaplamasında Power and Sample Size Calculator 
programı kullanıldı [32]. 

 
 
 
 
BULGULAR 

 
Demografik Bulgular ve Sigara Bırakma 
Oranları 
 

Çalışmaya katılmış bireylerin demografik bilgileri ve 

nikotin bağımlılık düzeyine göre ayrılmış sigara 
kullanıcılarında nefes CO değerlerinin 
karşılaştırılması Tablo 1’de gösterilmiştir. Tedavi 
başlangıcından 12 hafta sonra sigara kullanan 
130 bireyden 44’ü (%33,8) sigarayı bırakabildi. 
Ağır nikotin bağımlılarında sigara bırakma oranı 
%41,7, orta-hafif nikotin bağımlılarında ise 
sigara bırakma oranı %27,1 idi. NRT kullanmış 
bireylerin %20’si, bupropion kullanmış bireylerin 
%29,8’u, kombine tedavi kullanmış bireylerin 
%40’ı ve vareniklin kullanmış olanların %57,1’i 
tedavi başlangıcından 12 hafta sonra sigara 
kullanmayı bırakmış durumdaydı (p= 0,013, 
Şekil 2). 

 
Tablo 1. Demografik bilgiler ve sigara 

kullananlarda nefes CO ölçüm sonuçlarının 
karşılaştırılması 

 
 Cinsiyet Yaş  

 
CO 

Düzeyi 
(ppm)  

 Erkek; 
n, (%) 

Kadın; 
n, (%) 

Ağır Nikotin 
Bağımlıları 

33, 
(55) 

27, 
(45) 

36,5 ± 
1,3 

17,1 ± 1,3 

Orta-Hafif 
Nikotin 

Bağımlıları 

37, 
(52,9) 

33, 
(47,1) 

41,6 ± 
1,7 

11,6 ± 0,7 

Sigara 
Kullanmayanlar 

57, 
(43,8) 

73, 
(56,2) 

41,6 ± 
1,1 

- 

p Değerleri 0,852 0,051 ***0,0003 

Sonuçlar ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak 
gösterilmiştir. 
ppm: metreküpteki partikül sayısı 

 

 
 
Şekil 2. Çalışmaya katılan 130 sigara 
kullanıcısında tedaviye göre sigara bırakma 
oranları: NRT’de %20 (%95 Güven Aralığı: 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, χ2= 10,81, df 
(degree of freedom)= 3 olarak saptandı. 
 
 
 

n (sayı) 
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CHRNA Genetik Polimorfizmleri ile Nikotin 
Bağımlılık Düzeyi ve Tedavi Sonrası Sigara 
Bırakma Oranları Arasındaki İlişki 
 
CHRNA4 rs1044396 homozigot polimorfik AA 
genotipi ve CHRNA5 rs16969968 homozigot 
polimorfik AA genotipi/polimorfik A aleli, nikotin 
bağımlılık düzeyinin daha düşük seviyede olması ile 
ilişkili bulundu (p değerleri sırasıyla 0,02, 0,22 ve 
0,003). İncelenen CHRNA genetik polimorfizmleri ile 
sigara bağımlılık tedavilerinin başarı oranları 
arasında bir ilişki gözlenmedi. Nikotin bağımlılık 
düzeyinin CHRNA genotipleri ile olan ilişkisi Tablo 
2’de, CHRNA alelleri ile olan ilişkisi ise Tablo 3’de 
gösterilmiştir. 

 
Tablo 2. CHRNA genotiplerinin sırasıyla ağır 

nikotin bağımlılarında, orta-hafif nikotin 
bağımlılarında, sigara kullanmayanlarda sıklıkları 

ve istatistiksel analiz sonuçları 
 

Genetik 
polimorfizm 

Genotip 

Ağır 
nikotin 

bağımlıları 
    n; (%) 

Orta-hafif 
nikotin 

bağımlıları  
     n; (%) 

Sigara 
kullanmay
anlar: n; 

(%) 

p; χ2; 
df  

CHRNA3 
rs578776 

CC 23; (38,3) 28; (40) 51; (39,2) 

0,789; 
0,474; 2 

CT 28; (46,7)  34; (48,6) 60; (46,2) 

TT 9; (15) 8; (11,4) 19; (14,6) 

CHRNA4 
rs1044396 

GG 18; (30)  16; (22,9) 39; (30) 

*0,02; 
7,804; 2 

GA 32; (53,3) 37; (52,9) 45;(34,6) 

AA 10; (16,7) 17; %24,3 46; (35,4) 

CHRNA4 
rs1044397 

CC 18; (30) 16; (22,9) 46; (35,4) 

0,556; 
1,173; 2 

CT 31; (51,7) 37; (52,9) 51; (39,2) 

TT 11; (18,3) 17; (24,3) 33; (25,4) 

CHRNA5 
rs16969968 

GG 19; (31,7)  12; (17,1) 18; (13,8) 

*0,022; 
7,658; 2 

GA 32; (53,3) 35; (50) 68; (52,3) 

AA 9; (15) 23; (32,9) 44; (33,8) 

                        CC (GG)+CT (GA) vs TT (AA) karşılaştırma analizinde elde edilen p, χ2 ve df değerleri gösterilmiştir. 
 

Tablo 3. CHRNA alellerinin sırasıyla ağır nikotin 
bağımlılarında, orta-hafif nikotin bağımlılarında, 
sigara kullanmayanlarda sıklıkları ve istatistiksel 

analiz sonuçları 
 

Genetik 
polimorfizm 

Alel 
Ağır nikotin 
bağımlıları 
    n; (%) 

Orta-hafif 
nikotin 

bağımlıları  
     n; (%) 

Sigara 
kullanmaya
nlar: n; (%) 

p; χ2; df 

CHRNA3 
rs578776 

C 74; (61,7) 90; (64,3) 162; (62,3) 0,894; 
0,222; 2 T 46; (38,3) 50; (35,7) 98; (37,7) 

CHRNA4 
rs1044396 

G 68; (56,7) 69; (49,3) 123; (47,3) 0,233; 
2,916; 2 A 52; (43,3) 71; (50,7) 137; (52,7) 

CHRNA4 
rs1044397 

C 67; (55,8) 69; (49,3), 143; (55) 0,474; 
1,493; 2 T 53; (44,2) 71; (50,7) 117; (45) 

CHRNA5 
rs16969968 

G 70; (58,3) 59; (42,1) 104; (40) **0,003; 
11,71; 2 A 50; (41,7) 81; (57,9) 156; (60) 

                    
 

 
 
 
CYP2A6 ve CYP2B6 Genetik Polimorfizmleri 
ile Nikotin Bağımlılık Düzeyi, Tedavi Sonrası 
Sigara Bırakma Oranları ve Trans-3ˈ-
Hidroksikotinin, Kotinin Düzeyleri, NMR 
Arasındaki İlişki 
 
CYP2A6 genetik polimorfizmleri hızlı 
metabolizör (Genotip; *1A/*1A, *1A/*1B, 
*1B/*1B), orta hızlı metabolizör (*1A/*9, *1B/*9) 
ve yavaş metabolizör (*1A/*4, *1B/*4, *4/*4, 
*4/*9, *9/*9) olmak üzere üç metabolizma 
grubuna ayrılarak analiz edildi (16). CYP2A6 
genetik polimorfizmleri ile nikotin bağımlılığının 
düzeyi arasında bir ilişki saptanmadı (Tablo 4). 
Ayrıca, CYP2A6 genetik polimorfizmleri ile 
tedaviye bağlı sigara bırakma oranları arasında 
da bir ilişki gözlenmedi. 
 

Tablo 4. CYP2A6 genetik polimorfizmlerinin 
nikotin bağımlılık düzeyine göre gruplardaki 

dağılımı (p= 0,255; χ2= 5,335; df= 4) 
 

 
Ağır nikotin 
bağımlıları; 

n; (%) 

Orta-hafif 
nikotin 

bağımlıları; 
n; (%) 

Sigara 
kullanmayanlar; 

n; (%) 

Hızlı 
metabolizör  

49; (81,7) 57; (81,4) 102; (78,5) 

Orta hızlı 
metabolizör  

11; (18,3) 8; (11,4) 19; (14,6) 

Yavaş 
metabolizör  

0; (0) 5; (7,1) 9; (6,9) 

 
Metabolizma grupları arasında enzim hızının 
azalmasıyla birlikte trans-3′-hidroksikotinin 
düzeyinde ve NMR’de azalma, kotinin 
düzeyinde ise artma saptandı. Kotinin 
düzeyindeki ve NMR’deki gruplar arasındaki 
farkların istatistiksel olarak anlamlılık taşıdığı 
gözlendi (p değerleri sırasıyla 0,004 ve 0,011). 
HPLC analizi neticesinde elde edilen sonuçlar 
Tablo 5’de gösterilmiştir. 
 

Tablo 5. CYP2A6 enzim hızına göre 
gruplardaki trans-3ꞌ-hidroksikotinin, kotinin 

düzeyleri ve NMR 
 

 
Hızlı 

metabolizör 
Orta-hızlı 

metabolizör 
Yavaş 

metabolizör  
p 

değerleri 

Trans-3′-
hidroksikotinin; 

(ng/ml) 

 
490 ± 49  

 
398 ± 83 

 
234 ± 95 

 
0,29 

Kotinin; 
(ng/ml) 

348 ± 20 383 ± 56 1046 ± 216 **0,004 

NMR 1,57 ± 0,14  0,99 ± 0,29 0,78 ± 0,17 *0,011 

Sonuçlar ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak gösterilmiştir. 

 
CYP2B6 rs2279343 genetik polimorfizmi ile 
nikotin bağımlılık düzeyi, tedavi sonrası sigara 
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bırakma oranları ve trans-3ˈ-hidroksikotinin, kotinin 
düzeyleri, NMR arasında bir ilişki saptanmadı. 
ABCB1 Genetik Polimorfizmleri ile Nikotin 
Bağımlılık Düzeyi ve Tedavi Sonrası Sigara 
Bırakma Oranları Arasındaki İlişki 
 
ABCB1 rs1128503 polimorfik T aleli ve ABCB1 
rs2032582 polimorfik T/A alelleri, nikotin bağımlılık 
düzeyinin daha düşük düzeyde olması ile ilişkili 
bulundu (p değerleri sırasıyla 0,01 ve 0,018). Ayrıca, 
ABCB1 rs1128503-rs2032582-rs1045642 polimorfik 
TT-TT-TT haplotipinin de nikotin bağımlılık 
düzeyinin daha az düzeyde olması ile ilişkisi olduğu 
saptandı (p= 0,047). Haplotip analizi sigara 
kullananlar ve sigara kullanmayanlar olarak iki 
grupta incelendiğinde ise bu istatistiksel anlamlılığın 
arttığı gözlendi (p= 0,018, Şekil 3). 
 

 
 
Şekil 3. ABCB1 rs1128503-rs2032582-rs1045642 
haplotiplerinin sigara kullananlarda ve 
kullanmayanlarda karşılaştırılması. Polimorfik TT-
TT-TT haplotip frekansları sırasıyla %21,5 (%95 GA 
= 14,5–30,3) ve %10,8 (5,4–16,7) olarak saptandı 
(p= 0,018, χ2= 5,57, df = 1) (■: TT-TT-TT haplotipi, 
□: Diğer haplotipler) ([33] numaralı referanstan 
uygulanmıştır.). 
 
ABCB1 genetik polimorfizmleri ile tedaviye bağlı 
sigara bırakma oranları arasında ise ilişki 
saptanmadı. 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Türk toplumunda CHRNA3 rs578776, CHRNA4 
rs1044396-rs1044397, CHRNA5 rs16969968, 
CYP2A6*1A-*1B-*4-*9, CYP2B6 rs2279343, 
ABCB1 rs1128503-rs2032582-rs1045642 genetik 
polimorfizmlerinin, nikotin bağımlılık düzeyine ve 
sigara bağımlılık tedavileri üzerine etkilerinin 
araştırıldığı çalışmamızda; CHRNA4 rs1044396, 
CHRNA5 rs16969968 ve ABCB1 rs1128503-
rs2032582-rs1045642 polimorfizmlerinin nikotin 

bağımlılık düzeyini etkilediğini saptadık. Ayrıca, 
CYP2A6*1A-*1B-*4-*9 polimorfizmlerinin 
plazma trans-3ꞌ-hidroksikotinin düzeyini ve 
nikotin metabolit oranı üzerine etkisi olduğunu 
gözlemledik. Ek olarak, sigara bağımlılık 
tedavilerinin başarı sırasının; vareniklin> 
kombine tedavi (bupropion + NRT)> bupropion> 
NRT şeklinde olduğunu gözlemledik. 
Nikotin bağımlılık düzeyine göre ayrılan 
gruplarda, yaş ve cinsiyet açısından istatistiksel 
olarak anlamlı fark saptanmadı. Önceki bazı 
çalışmalarda ağır nikotin bağımlılarının daha 
erken yaşlarda sigaraya başladığı ve çoğunlukla 
erkek olduğu bildirilmiştir [34, 35]. Çalışmamızda 
bu yönde bir bulguya rastlanmadı. 
Çalışmamızda, beklenenin aksine orta-hafif 
nikotin bağımlılarında sigara bırakma oranının 
(%27,1) ağır nikotin bağımlılarına (%47,1) göre 
daha düşük saptanması, seçilen tedavi ile ilişkili 
olabilir. Tedavi kılavuzu gereği, orta-hafif nikotin 
bağımlılarında daha çok NRT tercih edilmişken, 
ağır nikotin bağımlılarında daha çok vareniklin 
kullanılmıştır [30]. Vareniklinin hem bupropion 
hem de NRT’ye göre daha etkili bir tedavi 
yöntemi olduğu önceki yapılmış klinik 
çalışmalarda gösterilmiştir [36]. Literatürde 
kombine tedavinin vareniklin tedavisinden daha 
etkili olduğunu gösteren çalışmalar bulunmakla 
birlikte, çalışmamızda bu yönde bir sonuç ortaya 
çıkmadı. 
Nikotinik reseptörlerin beynin ödüllendirme 
mekanizmasında görev alması nedeniyle hem 
bağımlılık mekanizmalarına hem de bağımlılık 
tedavilerine etki edebildiği ileri sürülmektedir. 
CHRNA genetik polimorfizmlerinin hem nikotinik 
reseptörlerin fonksiyonunda hem de mRNA 
ekspresyonunda değişikliğe yol açarak etkilerini 
ortaya çıkardığı iddia edilmiştir [9].  
CHRNA5 geninin kodladığı α5 nikotinik reseptör 
alt birimi olmayan knock-out farelerde yapılmış 
çalışmalarda, α5 nikotinik reseptör alt biriminin 
beyinde habenula-interpedünküler yolak 
aracılılığıyla nikotinin rahatsız edici etkilerini 
düzenlediği hipotezi ortaya atılmıştır [37-39]. Bu 
hipoteze göre α5 reseptörleri sinyalleri 
aracılığıyla nikotinin rahatsız edici etkisi artarak, 
nikotin alımı azalmaktadır. CHRNA5 
rs16969968 polimorfik A alelinde ise α5 nikotinik 
reseptör alt birimindeki amino asit diziliminin 
398.sırasındaki aspartik asit, asparajin ile yer 
değiştirir. Asparajinin negatif yüklü olması 
nedeniyle bu değişimin Ca+2 geçirgenliğini 
arttırdığı iddia edilmektedir [40]. Bahsedilen bu 
çalışmaların sonuçlarına göre, CHRNA5 
rs16969968 polimorfik A alelinde reseptör 
aktivitesinin artması ile nikotinin caydırıcı etkileri 
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artacak ve nikotin bağımlılık düzeyi düşecektir. 
Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuç da bu yöndedir. 
Ancak beyaz ırkta yapılan çalışmalarda CHRNA5 
rs16969968 polimorfik A alelindeki Ca+2 geçirgenlik 
artışı, nikotinin haz verici etkisinin artması ile nikotin 
bağımlılık düzeyinde yükselme ile ilişkilendirilmiştir 
[40]. 
Literatürde CHRNA5 rs16969968 genetik 
polimorfizminin beyaz ırkta nikotin bağımlılık 
düzeyini etkilediğine dair kuvvetli kanıt 
bulunmaktadır [41]. Ancak diğer CHRNA genetik 
polimorfizmleri için kanıt düzeyi bu kadar kuvvetli 
değildir [42]. CHRNA genetik polimorfizmlerinin 
bağımlılık tedavilerini etkilediğine dair kanıtlar ise 
çelişkilidir [9, 43]. Bazı çalışmalar CHRNA5/A3/B4 
gen kümesi üzerindeki polimorfizmlerin tedavi 
sonrası sigara bırakma oranlarını etkilediğini 
bildirmişken [44-48], diğer bazı çalışmalar herhangi 
bir ilişki saptayamamıştır [49-52]. Beyaz ırkın aksine 
Afrikalılarda CHRNA rs16969968 genetik 
polimorfizminin nikotin bağımlılığına etkisi 
gösterilmemişken, CHRNA5-A3-B4 gen kümesi 
üzerindeki diğer genetik polimorfizmlerin tedavi 
sonrası sigara bırakma oranları ile ilişkisi 
gösterilmiştir [53]. 
Çalışmamızda CHRNA4 rs1044396 homozigot 
polimorfik AA genotipi nikotin bağımlılık düzeyinin az 
olması ile ilişkili bulundu. Bu sonuç Çin’de yapılmış 
iki ayrı çalışmanın sonucu ile uyumluluk 
göstermektedir. Bu çalışmalarda CHRNA4 
rs1044396-rs1044397 genetik polimorfizmlerinin 
yabanıl tip alellerini taşıyan kişilerde nikotin 
bağımlılık düzeyinin yükseldiği saptanmış ve bu 
kişilerin daha erken yaşlarda sigaraya başladığı 
sonucuna varılmıştır [54, 55]. Ayrıca, önceki 
çalışmalarda CHRNA4 rs1044396 polimorfik A 
alelinin depresyon, anksiyete bozukluğu, duygu-
durum bozukluğuna karşı koruyucu etkisi olduğu 
gösterilmiştir [56-58]. CHRNA4 genetik 
polimorfizmlerinin bağımlılık ve duygu-durum 
üzerinde gösterdiği etkiler, α4β2 nikotinik 
reseptörlerin beyin dopaminerjik sistemi üzerine 
etkileri ile açıklanabilir. α4β2 nikotinik reseptörlerin 
elektrofizyolojik cevaplarının incelendiği bir 
çalışmada CHRNA4 rs1044396-rs1044397 
haplotipleri arasında farklı cevaplar saptanmıştır 
[59]. CHRNA4 rs1044396-rs1044397 genetik 
polimorfizmleri, beyinde kognisyon ve duygu-
durumu düzenleyen sistemlerden birisi olan 
kolinerjik sistemin işleyişini değiştirerek nikotin 
bağımlılık düzeyinde değişime yol açıyor olabilir. 
Beyaz ırkta yapılmış çalışmalarda CHRNA3 
rs578776 genetik polimorfizminin nikotin bağımlılık 
düzeyini etkilediğine dair farklı sonuçlar elde 
edilmiştir [9, 60-63]. Çin’de yapılmış bir çalışmada 
ise CHRNA3 rs578776 genetik polimorfizmi yabanıl 

tip C alelinin, ilaçsız sigara bırakma 
girişimlerinde sigara bırakma oranının az olması 
ile ilişkisi saptanmıştır [64]. Ayrıca, Afrikalılarda 
CHRNA3 rs578776 genetik polimorfizminin 
nikotin bağımlılık düzeyi ile bir ilişkisi 
saptanmamıştır [61]. Çalışmamızda Türk 
toplumunda, CHRNA3 rs578776 genetik 
polimorfizminin hem nikotin bağımlılık düzeyi ile 
hem de sigara bağımlılık tedavilerinin başarı 
oranları ile ilişkisi saptanmamıştır. 
Literatürdeki çalışmalarda CY2A6 enzim hızı ile 
nikotin bağımlılık düzeyi arasında ilişki saptamış 
çalışmalar mevcuttur [42]. Ek olarak, nikotin 
replasman tedavisinde düşük enzim hızına 
sahip kişilerde daha yüksek sigara bırakma 
oranları saptanmıştır [65, 66]. Bu sonuçlara 
bağlı olarak literatürde yüksek enzim hızına 
sahip kimselerde vareniklin tedavisinin tercih 
edilmesi yönünde tavsiye bulunmaktadır [67]. 
Çalışmamızda hızlı, orta-hızlı ve yavaş 
metabolizör olmak üzere 3 gruba ayrılan sigara 
kullanıcılarında, gruplar arasında kotinin düzeyi 
ve CY2A6 enzim hızının göstergesi olan 
NMR’de istatistiksel olarak anlamlı fark 
saptandı. Ancak, önceki çalışmaların aksine 
CY2A6 genetik polimorfizmlerinin nikotin 
bağımlılık düzeyine ve NRT’de sigara bırakma 
oranlarına etkisi yönünde bir bulguya 
rastlamadı. Çalışmamızdaki bu bulgunun daha 
fazla gönüllünün katılımı ile yapılacak çalışmalar 
ile kontrol edilmesi faydalı olacaktır. 
CYP2B6 rs2279343 genetik polimorfizmi 
polimorfik G alelinde, azalmış protein 
ekspresyonuna bağlı olarak enzim hızında 
azalma olduğu ileri sürülmüştür [68]. Buna bağlı 
olarak nikotinin kotinine dönüşümünde azalma 
beklenir. Ancak CYP2B6 enziminin nikotin 
metabolizmasında rolünün az olması, CYP2B6 
genetik polimorfizmlerinin nikotin bağımlılığına 
etki etmeyişine yol açabilir. Çalışmamızda 
CYP2B6 rs2279343 genetik polimorfizmi ile ilgili 
elde ettiğimiz sonuç da bu yöndedir. 
Nikotin ve kotininin beyinde yaygın dağılım 
göstermesi ve ayrıca ağır nikotin bağımlılarında, 
orta-hafif nikotin bağımlılarına göre, nikotinin 
akciğerlerden daha yavaş temizlenmesi nikotin 
veya metabolitlerinin vücutta dağılımında 
taşıyıcı bir proteinin rol aldığını 
düşündürmektedir [69, 70]. Ancak, nikotin ve 
majör metaboliti kotininin emilim ve dağılımında 
rol alan taşıyıcı bir protein tanımlanabilmiş 
değildir [71]. In vitro bir çalışmada ise nikotin ve 
kotininin ABCB1 substratı olmadığı saptanmıştır 
[26]. Literatürdeki bu bulgulara rağmen, 
çalışmamızda ABCB1 rs1128503-rs2032582-
rs1045642 homozigot polimorfik TT-TT-TT 
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haplotipi, nikotin bağımlılık düzeyinin düşük 
düzeyde olması ile ilişkili bulundu. Bu haplotipin 
ABCB1 aktivesinde azalmaya yol açtığı ve klinik 
açıdan önem arz ettiği önceki çalışmalarda 
gösterilmiştir [72]. Çalışmamızda elde ettiğimiz 
sonuç, ABCB1’in madde bağımlılığının 
mekanizmalarıyla ilişkili olan opioid peptitler, 
glutamat, endorfin gibi bazı endojen nöronal 
mediyatörler ve nörotransmitterlerin transpörtötü 
olması ile ilgili olabilir [21-23]. Dahası, ABCB1 
polimorfizmlerinin nikotin dışındaki diğer bazı 
madde bağımlılıklarını etkilediğini gösteren 
çalışmaların mevcudiyeti elde ettiğimiz sonucu 
destekler niteliktedir [24, 25].  
Bu çalışmanın bulguları, nikotin bağımlılık 
tedavilerinin toplumumuz için daha uygun hale 
getirilerek sigara bırakma tedavilerinin daha etkili 
hale getirilmesine katkı sağlayabilir. Böylece önde 
gelen sağlık sorunlarına yol açan sigara kullanımı 
azaltılarak toplum sağlığına katkıda bulunulacaktır. 
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Probiyotiklerin Kronik Neonikotinoid 
(Acetamiprid, İmidacloprid) Toksisitesi 
Üzerine Etkilerinin Sıçanlarda 
Araştırılması 
Çiğdem SEVİM 

 GİRİŞ VE AMAÇ 

Probiyotikler, belirli miktarlarda tüketildiğinde 
konakçı sağlığı üzerinde olumlu etkilere 
neden olan mikrobiyel gıda katkıları olarak 
tanımlanmaktadır [1]. Probiyotiklerin; 
pestisitler, ağır metaller ve aflatoksin gibi 
çevresel toksinlerin emilimini önlediğini 
gösteren birçok bilimsel çalışma 
bulunmaktadır [2, 3]. Çalışmalardan elde 
edilen sonuçlar probiyotik kullanımının 
insanların ve hayvanların sağlıklı 
beslenmesinde ve mikrobiyal 
enfeksiyonlardan korunmasında ucuz ve 
güvenli bir yol olduğuna işaret etmektedir [4].  
Probiyotiklerin mide asitliği, safra tuzları, ve 
çeşitli enzimlere rağmen bağırsağa geçip 
kolonize olmaları ve canlılıklarını 
koruyabilmeleri için, düzenli olarak 
tüketilmesi gerekmektedir[5]. Birçok bilimsel 
çalışma düzenli olarak probiyotik ve 
ürünlerinin alımının vitaminlerin 
biyosentezine (örneğin, vitamin K) ve 
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna katkı 
sağladığını, ayrıca mukozal epitel üzerindeki 
bağlanma yerleri için patojenik mikroplarla 
rekabet ederek konakçı bağışıklığını 
güçlendirdiğini ve insan sağlığına bir çok 
alanda katkı sağladığını ortaya koymuştur [6-
9]. Saccharomyces boulardii (S. boulardii), 
üstün fizyolojik ve metabolik özellikleri olan bir 
probiyotik mayadır. S. Boulardii, Dünya 
Sağlık Örgütü (WHO) tanımına göre (“Yeterli 
miktarda uygulandığında, konağa sağlık 
yararı sağlayan canlı bir mikroorganizma”) 
probiyotik olarak kabul edilmiştir. S. boulardii, 
enfeksiyöz enterit ve Clostridium-difficile ile 
ilişkili enterokolopatilerin önlenmesi ve 
tedavisi için yaygın şekilde kullanılmaktadır. 
Genellikle toksikolojik araştırmalarda laktik 
asit bakterileri tercih edilmiş ve bunların 
canlılığını koruyabilmesi, kolonileşmesi ve 
toksik maddelere bağlanma kapasitesi analiz 
edilmiştir. S. Boulardii’nin çalışmamızda 
tercih edilme sebebi ise, toksikolojik 
araştırmalarda kullanıldığına dair literatürde 
bir çalışmanın bulunmamasıdır. Yine 
çalışmamızda toksik madde olarak 
kullandığımız neonikotinoidler de zirai alanda 

yaygın şekilde kullanıldığı için çalışmamızda 
tercih edilmiştir. İnsektisitlerin en yeni sınıfı 
olan neonikotinoidler, delici emici zararlılara 
karşı bitki koruma için mükemmel potens ve 
sistemik etkiye sahiptirler [10]. Özellikle 
imidacloprid’in (IMI) böceklerde yüksek 
toksisite göstermesi, dünya çapında yaygın 
olarak kullanılmasını sağlamıştır [11]. 
Acetamiprid (ACE) ise neonikotinoid 
grubunda üretimine başlanan ikinci bileşik 
olup, ilk kez mospilan ticari adı ile Japonya’da 
satışa sunulmuştur. Neonikotinoidler 
keşfedildikten yaklaşık 20 yıl sonra insektisid 
pazarına hâkim olmuş ve dünya çapında yıllık 
satışları 3.5 milyar doları aşmıştır. 
Neonikotinoidlerdeki aktif maddenin yıllık 
üretimi 2010 yılında yaklaşık 20.000 ton 
olduğu tahmin edilmektedir ve 2012 yılında 
bitki koruma amacıyla yapılan satışların 
%85'ini neonikotinoidler oluşturmuştur [12-
14]. Neonikotinoidlerin düşük memeli 
toksisitesine sahip oldukları yönündeki asli 
inanca rağmen, artan neonikotinoid 
kullanımının insanlarda, omurgalı ve 
omurgasız hayvanlarda nörotoksisite, 
immünotoksisite, hepatotoksisite, 
nefrotoksisite ve reprodüktif sistem üzerinde 
ciddi sitotoksik etkilerinin olduğu yapılan 
çalışmalarla belirlenmiştir [15-17]. ACE’nin 
hepatik membran yapısına zarar vererek, 
hepatoselüler hasara neden olduğu ve 
omurgalılarda savunma bariyerlerini 
bozduğunu ve pro-inflamatuar sitokin artışına 
sebep olduğu gösterilmiştir [18, 19]. IMI (2.5, 
5 ve 10 mg/kg ) 28 günden daha uzun süre 
farelere uygulandığında, yüksek dozunun 
özellikle hücre aracılı bağışıklık yanıtını 
baskıladığı ve gecikmiş tipte aşırı duyarlılık 
yanıtını azalttığı bulunmuştur. Yapılan 
çalışmaların sonuçları, IMI'nin 5 mg/kg’dan 
yüksek dozlarının immünsüpresif etkiye sahip 
olduğunu ve uzun süreli IMI maruziyetinin 
bağışıklık sistemine zararlı olabileceğini 
göstermiştir [20]. Bunlara benzer yapılan 
birçok çalışmada da neonikotinamidlerin pro-
inflamatuar sitokin ekspresyonunu arttırdığını 
göstermiştir. Bizde çalışmamızda, ratlarda 
neonikotinoid pestisitler ile oluşturulan kronik 
toksisite deneyinde; karaciğer, bağırsak, 
böbrek ve beyin dokusu üzerinde pestisitlerin 
olası toksik etkilerinin bir probiyotik olan S. 
Boulardii ile önlenilmesini amaçladık. 
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Deney Hayvanlarının Genel Özellikleri 

Tüm deneysel girişimler Atatürk 
Üniversitesi’ne ait Deneysel Araştırma ve 
Uygulama Merkezi (ATADEM) Atatürk 
Üniversitesi bünyesinde yer alan Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’dan 30.11.2017 
tarih ve 42190979-000-E.1700332023 sayılı 
belge ile yerel etik komite kurallarına uygun 
olarak yürütülmüştür.  

Deneylerde Wistar Albino yetişkin erkek 
sıçanlar (200-300 g) kullanılmıştır. Tüm 
hayvanlar standart laboratuvar koşullarında, 
12/12 saat aydınlık-karanlık döngüsünde, 
yiyecek ve içecek alımları serbest olacak 
şekilde barındırılmıştır. 

İlaçların Hazırlanışı 

Reflor: Çözücü olarak steril su kullanıldı. 
1ml’sinde 1x109 CFU/gün mantar olacak 
şekilde hazırlanıp, oral gavaj yoluyla ratların 
ağırlığına göre hesaplanarak 90 gün boyunca 
verildi. 

Gortca: 1ml’sinde 5.7 mg/kg madde olacak 
şekilde hazırlanıp, oral gavaj youyla ratların 
ağırlığına göre hesaplanarak 90 gün boyunca 
verildi. Doz için referans ‘U.S. Environmental 
Protection Agency. 1995. Imidacloprid; 
Pesticide Tolerance and Raw Agricultural 
commodities. 40 CFR Part 180 Section 472’ 
tanımlanan NOAEL olarak belirlenmiştir. 

Mosetam: 1ml’sinde 12.4 mg/kg madde 
olacak şekilde hazırlanıp, oral gavaj youyla 
ratların ağırlığına göre hesaplanarak 90 gün 
boyunca verildi. Doz için referans ‘European 
Commıssıon Health & Consumer Protectıon 
Dırectorate-General Directorate e – food 
safety: plant health, animal health and 
welfare, international questions e1 - plant 
health’ tanımlanan NOAEL olarak 
belirlenmiştir. 

Deney Planı 

Çalışma 5 deney grubu ve bir kontrol grubu 
olmak üzere 6 gruptan oluşturuldu. Her 
grupta 12 hayvan olmak üzere 72 adet erkek 
sıçan kullanıldı. Deneye başlamadan önce 
tüm hayvanlar tartılarak aşağıdaki gruplarda 
belirtilen deney protokollerine alındı. 

Deney grupları aşağıdaki gibi planlandı: 

Grup I) Kontrol: Hiçbir girişimde bulunulmadı, 
serbest yem ve alımları sağlandı. 

Grup II) Probiyotik: 1x109 CFU S.Boulardii 

oral gavaj yolu ile 90 gün boyunca her gün 
aynı saatte verildi.  

Grup III) Acetamiprid: 12.4 mg/kg acetamiprid 
oral gavaj yolu ile 90 gün boyunca her gün 
aynı saatte verildi.  

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: 12.4 mg/kg 
acetamiprid ve 1x109 CFU S.Boulardii oral 
gavaj yolu ile 90 gün boyunca her gün aynı 
saatte verildi.  

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

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: 5.7 mg/kg 
ve 1x109 CFU S.Boulardii oral gavaj yolu ile 
her gün olacak şekilde 90 gün boyunca verildi. 

Ağırlık Ölçümü 

13 hafta boyunca, Pazar günleri aynı koşullar 
altında sıçanlar tartılarak, ağırlıkları kayıt 
altına alındı ve buna göre doz ayarlamaları 
yapıldı. 

Biyokimyasal Analizler 

Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat 
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz 
(ALP), Laktik asit dehidrogenaz (LDH), ve üre 
için serum enzim aktiviteleri ve hematolojik 
parametrelere bakıldı. 

Patolojik Analizler 

Histopatolojik İnceleme 

Karaciğer, böbrek, beyin ve bağırsak 
dokularından inceleme için hazırlanan 
preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile 
boyanıp ışık mikroskobu ile incelendi. Kesitler 
histopatolojik bulgulara göre yok (-), hafif (+), 
orta (++) ve şiddetli (+++) olarak 
değerlendirildi. 

İmmunohistokimyasal İnceleme 

Beyin dokusunda 8 OHdG ve GFAP immüno-
pozitifliği, bağırsak dokusunda IL-6 immüno-
pozitifliğine bakıldı. 

Kalıntı Analizleri 

Dokular (karaciğer ve böbrek) kontrol grubu 
hayvanlarından kullanıldı ve spike eğrilerinin 
(0, 0.1, 0.25, 0.5 ve 2 μg / g) oluşturulması için 
blank olarak kullanıldı. 0.5 gr dokuya, 1.5 ml 
nanopure su ve 0.1 μg ethirimol (internal 
standart) ilave edildi. Dokular mekanik olarak 
homojenize edildi, ve 2 mL diklorometan 

GEREÇ VE YÖNTEM 
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eklendikten sonra karışım 10 dakika 
karıştırıldı. Daha sonra karışım 4000 rpm'de 
5 dakika santrifüjlendi ve diklorometan 
tabakası ayrıldı. Su katmanına 10 μL HCI 6M 
eklendi ve 2 ml diklorometan ilave edilerek 
ekstraksiyon prosedürü tekrarlandı. 
Birleştirilen organik fazlar, azot altında 
kuruyana kadar buharlaştırıldı. Kalıntı, 100 μL 
metanolde sulandırıldı ve Sıvı kromatografi-
kütle spektrometresi (LCMS) analizi için 
kullanıldı. Karaciğer ve böbrek dokularında 
imidacloprid, acetamiprid ve 6-chloro nikotinik 
asit (6-CNA) düzeylerine bakıldı. 

Genotoksik Analiz (Comet Testi) 

10 M NaOH çözeltisi ile pH 10’a ayarlandı ve 
+4 ºC de saklandı. Kimyasalların tartımı 
yapılıp 900 ml distile su içerisinde çözüldü 
(pH 12 olana kadar 10M NaOH ilave edilir ve 
yaklaşık 8.5 olana kadar beklendi). Daha 
sonra pH 10 olana kadar NaOH ilave 
edilmeye devam edildi. Çözeltinin hacmi 
distile su ile 1000 ml ye tamamlandı. Lamların 
hazırlanması için pozitif yüklü lamlar 50 mL’lik 
falkon içerisinde hazırlanan ve yaklaşık 40 ºC 
sıcaklıkta olan NMA çözeltisine daldırıldı. 
Agarozun fazlası rodajlı kısımdan tutularak 
temizlenen lamlar oda sıcaklığında bir gece 
agarozun donması için bırakıldı. Deney 
hayvanlarından alınan 100 mikrolitre kana 1 
ml PBS (+4 ⁰C) eklenir, karıştırılır ve buz 
üzerinde 15 dakika bekletilir. 100 mikrolitre 
Histopaque 1077 veya (Lymphoprep) tüpün 
dibine eklenir. 200xg (1060 rpm) +4 ⁰C’de 3 
dakika santrifüj edilir. Pembe kısmın 
üstündeki tabakada yer alan lenfositlerden 
100 mikrolitre alındı ve 37 ⁰C deki 100 
mikrolitre LMA ile karıştırılarak lama yayılır ve 
lamel ile kapatılarak +4 ⁰C’de agar 
katılaşıncaya kadar beklendi. Agaroz 
donduktan sonra lameller dikkatlice kaldırıldı. 
Lamlar hücre ve çekirdek membranı eriterek 
DNA sarmallarının agaroz içinde serbest 
kalmasını sağlamak amacıyla taze 
hazırlanan lizis çözeltisi içinde +4 °C, 
karanlıkta bir gece bekletildi. Çalışmanın 
bundan sonraki aşaması karanlık ortamda 
gerçekleştirildi. Lizis aşamasını takiben 
lamlar taze hazırlanmış ve +4 ºC’de 
soğutulmuş elektroforez tamponu bulunan 
elektroforez tankına yerleştirildi. DNA 
sarmalının açılması için elektroforez 
uygulamasından önce lamlar tampon içinde 
20 dk süre ile bekletildi. Daha sonra, güç 
kaynağı yardımıyla 20 volt ve 300 mA akımda 

20 dk süre ile, elektroforez gerçekleştirildi. 
Elektroforez sonunda lamlar nötralizasyon 
tamponu içeren şaleye dizilerek +4 °C’de 3 
kez 5 dk süre ile bekletildi. Deneyler, her 
konsantrasyon için en az 2 tekrar ve aynı 
koşullarda farklı 3 günde çalışmak üzere 
toplam en az 6 tekrar olacak şekilde yapıldı. 
Negatif kontrol olarak maruziyet olmamış 
benzer şekilde analize hazırlandı. Pozitif 
kontrol (PK) olarak 100 μM hidrojen peroksit 
(H2O2) kullanılmış olup deneyde hücreler 3 
saat süre ile pozitif kontrole tabi tutuldu. Her 
bir lam üzerine 100 μL taze Etidyum Bromür 
çözeltisi yayılarak lamel ile kapatıldı. Floresan 
mikroskopta 40x10 büyütme ile 
görüntülemenin ardından sayım yapılarak 
DNA hasarının tespiti değerlendirildi. Her 
lamda farklı bölgelerden olmak üzere 100-200 
hücre sayıldı. Sayılan hücrelerde DNA hasar 
tespitinin değerlendirilmesi comet görüntü 
işleme ve analiz programı (Comet Assay IV, 
Perceptive Instruments, Suffolk, UK) ile 
gerçekleştirildi. DNA hasarının 
derecelendirilmesinde kuyruktaki DNA 
yoğunluk yüzdesi (tail intensity) kullanıldı. 

İstatistiksel Analiz 

Çalışmamızın verilerini IBM 18.00 SPSS 
paket programı ile istatistiksel olarak 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak analiz edildi. Verilerin homojen 
dağılıp dağılmadığı kontrol edildikten sonra 
varyansların homojenliği değerlendirildi. 
Levene testinde is p>0.05 değeri olan 
grupların varyansları homojen olarak kabul 
edildi. Veri dağılımı normal olmayan ve 
varyansları homojen olmayan gruplara non-
parametrik test olan Kruskal Wallis, normal 
olan gruplara ise parametrik test olan One-
Way Anova testi yapıldı. Varyansları homojen 
olan gruplara post hoc Duncan ve varyansları 
homojen olan gruplara post hoc Dunnet testi 
yapıldı. Histopatolojik incelemede 
semikantitatif olarak elde edilen verilerin 
gruplar arasındaki farklılıkların analizi için 
nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi, 
ikili grupların mukayesesi için Mann Whitney 
U testi kullanıldı. Bu istatistik analizleri için 
SPSS 13.0 paket programı kullanıldı. 

BULGULAR 

Haftalara ve Gruplara Göre Ratların Ağırlık 
Ölçümleri  

Deney gruplarında haftalara bağlı ağırlık 
artışları değerlendirildiğinde grup içlerinde 
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haftalar bazında lineer bir artış olduğu 
görülmüştür ama kontrol grubuna göre diğer 
gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
bulunmamıştır. Bütün gruplarda 11. hafta ile 
12. haftaya geçişte kilo kaybı bulunduğu 
ancak anlamlı bir değişim olmadığını ve bu 
kaybın 13. haftada geri kazanıldığı 
görülmektedir (Tablo 1). 

 

                Biyokimyasal Ölçüm Sonuçları 

Deney gruplarımızda biyokimyasal ve 
hematolojik parametreler kontrol grubu ile 
göre diğer gruplar karşılaştırıldığında 
istatistiksel olarak anlamlı değişiklik 
göstermemiştir. ALP düzeyleri kontrole göre 
tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı 
olmasa bile bir artış göstermiştir. Hiçbir 
parametre kontrol grubuna göre gruplar 
arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4) 

 

Sıvı Kromatografi ve Kütle Spektrometresi 
Sonuçları (LCMS) 

Karaciğer Dokusu Kalıntı Analizi  

Karaciğer dokusu için referans 
konsantrasyonlardaki ölçüm sonuçları ve 
dokuda ki ölçüm sonuçları Şekil 1A ve Şekil 
1B de verilmiştir. Probiyotik grubundaki tüm 
ölçülen seviyeler algılama sınırının (LOD: 
Limit of Detection) altında olduğu için ölçüm 
yapılamadı. IMI ve ACE’nin 6-CNA metaboliti, 
LOD sınırlamaları nedeniyle hiçbir dokuda 
ölçülemedi. Karaciğer dokusunda IMI kalıntısı 
IMI+PRO grupta IMI grubuna göre daha az 
bulunurken ACE kalıntısı da ACE+PRO 
grubunda ACE grubuna göre daha az 
bulunmuştur (Tablo 5). 

Böbrek Dokusu Kalıntı Analizi 

Böbrek dokusu için referans 
konsantrasyonlardaki ölçüm sonuçları ve 
dokuda ki ölçüm sonuçları Şekil 1C ve Şekil 
1D de verilmiştir. Probiyotik grubundaki tüm 
ölçülen seviyeler algılama sınırının (LOD: 
Limit of Detection) altındaydı. IMI ve ACE’nin 
6-CNA metaboliti, LOD sınırlamaları 
nedeniyle hiçbir dokuda ölçülemedi. Böbrek 
dokusunda IMI kalıntısı IMI grubunda 
IMI+PRO gruba göre daha fazla bulunurken 
ACE kalıntısı da ACE grubunda ACE+PRO 
grubuna göre daha fazla bulunmuştur (Tablo 
6). 

Histopatolojik Bulgular 

Karaciğer dokuları histopatolojik olarak 
incelendiğinde, ACE ve IMI gruplarında 
hepatositlerde dejenerasyon nekroz ve 
paranşimal damarlarda şiddetli hiperemi 
görülürken ACE+PRO ve IMI+PRO 
gruplarında hafif düzeyde hidropik 
dejenerasyon, interstisyel damarlarda orta 
şiddette hiperemi görüldü (Şekil 1). 

Böbrek dokuları histopatolojik olarak 
incelendiğinde, ACE ve IMI gruplarında 
böbrek tübülüs epitellerinde şiddetli düzeyde 
dejenerasyon ve nekroz, interstisyel 
damarlarda hiperemi görüldü görülürken 
ACE+PRO ve IMI+PRO gruplarında tubül 
epitellerinde hafif düzeyde hidropik 
dejenerasyon, interstisyel damarlarda orta 
şiddette hiperemi görüldü (Şekil 2). 

Beyin dokuları histopatolojik olarak 
incelendiğinde, ACE ve IMI gruplarında 
nöronlarda şiddetli düzeyde dejenerasyon ve 
orta şiddette nekroz, meningeal ve paranşimal 
damarlarda şiddetli düzeyde hiperemi 
görülürken ACE+PRO grubunda menikslerde 
ve paranşim damarlarda orta düzeyde 
hiperemi, nöronlarda hafif düzeyde 
dejenerasyon gözlenirken nekrotik hücreye 
hiç rastlanmadı, IMI+PRO grubunda 
nöronlarda hafif dejenerasyon ve damarlarda 
hiperemi tespit edildi (Şekil 3). 

Bağırsak dokuları histopatolojik olarak 
incelendiğinde, ACE ve IMI gruplarında 
villuslarında atrofi, mukozada şiddetli düzeyde 
mononükleer hücre infiltrasyonları, mukoza 
epitelinde deskuamasyon ve erezyon 
görülürken ACE+PRO grubunda mukoza 
katmanında şiddetli düzeyde mononükleer 
hücre infiltrasyonu, mukoz epitelinde çok hafif 
düzeyde dejenerasyon,  IMI+PRO grubunda 
mukoza katmanında hafif düzeyde 
mononükleer hücre infiltrasyonu, mukoza 
epitelinde hafif düzeyde dejenerasyon ve 
tunuka muskülariste hafif ödem görüldü (Şekil 
4). 

İmmunohistokimyasal Bulgular 

Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak 
incelendiğinde,  8 OHdG ve GFAP immüno-
pozitifliğinin kontrol ve probiyotik gruplarında 
düzeyde pozitif olduğu, IMI+PRO ve 
ACE+PRO gruplarında ise hafif pozitif olduğu 
gözlendi (Şekil 5 ve Şekil 6 ). Bağırsak 
dokuları immunohistokimyasal olarak 
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incelendiğinde,  IL-6 ekspresyonunun kontrol 
ve probiyotik gruplarında negatif olduğu, IMI, 
ACE gruplarında şiddetli düzeyde pozitif 
olduğu, IMI+PRO ve ACE+PRO gruplarında 
ise hafif pozitif olduğu gözlendi (Şekil 7).         

Genotoksisite Testi Sonuçları (Comet) 

İmidacloprid’e maruz kalan gruplarda 3 ay 
sonra kontrole kıyasla kuyruk yoğunluğunda 
istatistiksel olarak anlamlı olmasa da bir artış 
gözlendi (IMI grubunda %43). ACE 
uygulanmış grubun DNA kuyruk yoğunluğu,  
kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak 
anlamlı derecede yüksek tespit edildi 
(p<0.05, p=0.022). ACE+PRO grubunda DNA 
kuyruk yoğunluğu ACE grubuna kıyasla 
istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 
tespit edildi (p<0.05, p=0.027) (Şekil 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

negatif olduğu, IMI, ACE gruplarında şiddetli  

 

 

 

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±3.63 191.18±6.66 

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 

10 402±64.84 420.84±12.24 421.36±41.75 428.33±41.57 398.83±40.56 416.45±12.70 

11 415.63±58.11 428.84±12.46 422.09±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 

13 431.18±59.56 450.76±12.88 449.45±45.31 453.75±53.46 439.25±48.19 448.72±11.88 

Tablo 1. Gruplar 13 haftalık ağırlık ölçüm sonuçları 
Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuçların istatistiği One-Way ANOVA testinde Post Hoc 
çoklu karşılaştırmalı testlerden Tukey’e göre yapıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
Test edilen bütün gruplarda anlamlılık düzeyi P>0.05 olarak tespit edilmiştir. 
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Doz grupları  Zaman (gün)                  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±50.01 185.4±22.33 

ACE+PRO 90 68.3± 10.59 192.8±2.22 166.8±14.02 

Tablo 2. Deney ve kontrol grubu ratların kan ALT, AST ve ALP değerleri 
Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuçların istatistiği One-Way ANOVA testinde Post 
Hoc çoklu karşılaştırmalı testlerden Tukey’e göre yapıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
Test edilen bütün gruplarda anlamlılık düzeyi P>0.05 olarak tespit edilmiştir. 

 
 

Doz grupları Zaman (gün) LDH (IU/L) ÜRE (mg/dL) 

Kontrol 90 1758.8±227.41 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 ratların kan LDH ve üre değerleri 
Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuçların istatistiği One-Way ANOVA testinde Post 
Hoc çoklu karşılaştırmalı testlerden Tukey’e göre yapıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
Test edilen bütün gruplarda anlamlılık düzeyi P>0.05 olarak tespit edilmiştir. 

 
 

 Kontrol IMI ACE PRO İMI +PRO ACE+PRO 

WBC 

(103/µl) 
6.28±1.24 7.43±2.88 12.05±7.51 5.91±4.62 6.23±1.07 13.82±9.90 

Nötrofil 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 

(106/µl) 
8.18±0.48 8.92±1.03 9.23±0.34 9.05±0.30 9.21±0.52 8.71±0.62 

HGB 
(gm/dl) 

14.63±1.04 15.47±1.71 16.30±0.42 16.17±0.47 16.50±0.98 15.45±0.99 

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 
(103/µl) 

732.50±93.22 543.37± 
321.53 

740.50± 
17.67 

866.75± 
49.77 

702.50± 
140.14 

761±83.76 

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 
(g/dL) 

30.66±0.33 30.53±0.46 31.70±0.42 31.32±2.03 31.42±0.58 31.25±0.96 

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 ratların hemogram değerleri 
Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuçların istatistiği One-Way ANOVA testinde 
Post Hoc çoklu karşılaştırmalı testlerden Tukey’e göre yapıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
Test edilen bütün gruplarda anlamlılık düzeyi P>0.05 olarak tespit edilmişt
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Imidacloprid Kalıntı miktarı (µg/g) 
 

Gruplar Ortalama ± SD En az (Min) En çok 
(Max) 

p 

Kontrol ­ ­ ­  

Probiyotik ­ ­ ­  

Imidacloprid 0,06±0,01 0,02 0,11  
0,315 Imidacloprid+Probiyotik 0,20±0,02 0,15 0,25 

Acetamiprid ­ ­ ­  

Acetamiprid+Probiyotik ­ ­ ­  

 
Acetamiprid Kalıntı miktarı (µg/g) 

 

Gruplar Ortalama ± SD En az (Min) En çok 
(Max) 

p 

Kontrol ­ ­ ­  

Probiyotik ­ ­ ­  

Imidacloprid ­ ­ ­  

Imidacloprid+Probiyotik ­ ­ ­  

Acetamiprid 0,51±0,06 0,37 0,66  
0,003 Acetamiprid+Probiyotik 0,20±0,02 0,15 0,25 

 
Tablo 5. Karaciğer dokusunda kalıntı düzeylerinin ölçümü. (-, Tespit limitinin altında kalmayı ifade eder) 
Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi.p<0.05 anlamlı kabul edildi. 

 

    
Imidacloprid Kalıntı miktarı (µg/g) 

 

Gruplar Ortalama ± SD En az (Min) En çok 
(Max) 

p 

Kontrol ­ ­ ­  

Probiyotik ­ ­ ­  

Imidacloprid 0,37±0,30 0,04 1,28  
0,506 Imidacloprid+Probiyotik 0,16±0,03 0,06 0,22 

Acetamiprid ­ ­ ­  

Acetamiprid+Probiyotik ­ ­ ­  

 
 

Acetamiprid Kalıntı miktarı (µg/g) 
 

Gruplar Ortalama ± SD En az (Min) En çok 
(Max) 

p 

Kontrol ­ ­ ­  

Probiyotik ­ ­ ­  

Imidacloprid ­ ­ ­  

Imidacloprid+Probiyotik ­ ­ ­  

Acetamiprid 0,88±0,07 0,72 1,08  
<,001 Acetamiprid+Probiyotik 0,18±0,05 0,06 0,31 

 
Tablo 6. Böbrek dokusunda kalıntı düzeylerinin ölçümü. (-, Tespit limitinin altında kalmayı ifade eder)  
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Değerler ortalama ± standart sapma (SD) olarak verildi. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

 
 
Şekil 1. Karaciğer dokusu hematoksilen-eozin 
boyama sonuçları (H&Ex40)  
A) Kontrol grubu  
B)  Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu   
F) İmidacloprid + Probiyotik grubu 

 
 
Şekil 2. Böbrek dokusu hematoksilen-eozin 
boyama sonuçları (H&Ex40)  
A) Kontrol grubu    
B)  Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu   
F) İmidacloprid + Probiyotik grubu 
 

 
 

Şekil 3. Beyin dokusu hematoksilen-eozin 
boyama sonuçları (H&Ex40)  
A) Kontrol grubu  
B)  Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu  
F)  İmidacloprid + Probiyotik grubu 

 

 
 

Şekil 4. Bağırsak dokusu hematoksilen-eozin 
boyama sonuçları (H&Ex40)  
A) Kontrol grubu   
B)  Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu  
F)  İmidacloprid + Probiyotik grubu  
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Şekil 5. Beyin dokusu 8 OHdG IHC boyama 
sonuçları Bar:20µm.  
A) Kontrol grubu  
B) Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu  
F) İmidacloprid + Probiyotik grubu 

 
 
Şekil 6. Beyin dokusu GFAP IHC boyama 
sonuçları Bar:20µm.  
A) Kontrol grubu  
B) Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu  
F) İmidacloprid + Probiyotik grubu 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 7. Bağırsak dokusu IL-6 IHC boyama sonuçları 
Bar:20µm.  
A) Kontrol grubu  
B) Probiyotik grubu  
C) Acetamiprid grubu  
D) Acetamiprid + Probiyotik grubu  
E) İmidacloprid grubu  
F) İmidacloprid + Probiyotik grubu 
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Şekil 8. Kontrol ve deney grupları Comet analiz sonuçları. 
(Sonuçların istatistiği One- Way ANOVA’ya göre, Post-Hoc çoklu karşılaştırmalı testlerden Dunnett’e göre 
yapıldı.  P<0.05 anlamlı kabul edildi. * işareti Kontrol gruba göre, # işareti ise ACE grubuna göre anlamlılığı 
göstermektedir.) 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmanın bulguları “Investigation of the 
Effect of Probiotics on Chronic Neonicotinoid 
(Acetamiprid, Imidacloprid) Toxicity in Rats  ” 
başlığı altında Toxicology Letters dergisinde 
yayımlanma sürecindedir. Deneysel olarak 
oluşturulan kronik toksisite de günümüzde 
sıklıkla tüketilen S.Boulardii’nin etkilerini 
incelediğimiz çalışmamızın sonuçları 
gerçekten umut vericidir. 

Çiftçiler tarafından böceklerin kontrolünde 
gelişigüzel pestisit kullanımı, insan ve hayvan 
dokularının yanı sıra gıdalarda da pestisit 
birikimine neden olmaktadır [21]. 
Biyokimyasal parametrelerimizi 
değerlendirdiğimiz de ALT, AST, ALP ve LDH 
değerlerinde bir yükseliş tespit edildi ama bu 
yükseliş istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmadı. Parametrelerde ki meydana 
gelen artış istatistiksel olarak anlamlı olmasa 
bile, bunun intoksikasyon sırasında 
permeabilite artışı, membran hasarı ve 
hepatosit nekrozuna bağlı olabileceği ileri 
sürülmüştür. 

Karaciğer ve böbrek dokusunda probiyotiğin  
IMI birikimini azalttığı görülse de istatistiksel 
olarak anlamlı bulunmamıştır ama ACE 
birikimini istatistiksel olarak anlamlı şekilde 
azalttığı ortaya çıkmıştır. Probiyotik alan 
gruplarda ki kalıntı düzeyleri karaciğer ve 

böbrek için istatistiksel olarak çok anlamlı 
oranda düşmüştür. Bunun sebebinin, 
probiyotiğin toksik maddelerin 
absorbsiyonunu azaltarak veya GIS de toksik 
maddenin metabolizmasını hızlandırarak 
sistemik dolaşıma geçişlerini azaltıp ve 
böylece dokularda toksik maddelerin birikim 
oranlarını düşürdüğünü düşünmekteyiz. IMI 
ve ACE oral yoldan verildiklerinde sırasıyla 
yaklaşık %92 ve %100 oranında absorbe 
edilirler. IMI’nin çok az birikmesine rağmen 
ACE kadar her iki organda da hasara sebep 
olmasıdır. Probiyotik verilen gruplar da ise 
patolojik hasarın probiyotik verilmeyen gruba 
göre daha az olduğu görülmektedir. Bunun da 
probiyotiğin farklı mekanizmalar aracılığı ile 
GIS den neonikotinoidlerin absorbsiyonunu 
azaltmasına bağlı olduğunu düşünmekteyiz. 

Neonikotinoidlerin birincil etki şekli, merkezi 
sinir sistemindeki nikotinik asetilkolin 
reseptörlerine (nAChR'ler) etki etmek, 
ardından nöro-davranışsal bozukluklara ve 
motor korteks ve hipokampusta GFAP 
ekspresyonunun artışına neden olmaktır. 8-
OHdG da hücrelerde makromoleküllerin 
oksidatif hasarının biyobelirteci olarak 
kullanılır. Bizim yaptığımız çalışmada da ACE 
grubunda meninkslerde hiperemi, beyinde 
nöronlarda şiddetli düzeyde dejenerasyon ve 
hafif düzeyde nekroz gözlenirken, IMI 
grubunda nöronlarda şiddetli düzeyde 
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dejenerasyon ve orta şiddette nekroz, 
meningeal damarlarlarda şiddetli düzeyde 
hiperemi gözlenmiştir. Probiyotik ile kombine 
edilen gruplarda ise nöronlarda hafif düzeyde 
dejenerasyon görülmüştür. Bunlara ek olarak 
yapılan immünhistokimyasal boyama da ACE 
ve IMI gruplarında şiddetli düzeyde 8-OHdG 
ve GFAP immüno-pozitifliği görülürken, 
probiyotik ile kombine verilen gruplarda hafif 
düzeyde 8-OHdG ve GFAP immüno-pozitifliği 
görülmüş ve istatistiksel olarak anlamlı olarak 
ifade edilmiştir. Bu veriler bize, IMI ve 
ACE’nin kan beyin bariyerini aşarak beyinde 
birikime ve hasara sebep olduğunu 
göstermiştir. Bu hasar sadece IMI ve ACE 
verilen grupta probiyotik verilen gruba göre 
çok daha fazladır. Probiyotik verilen grupta 
ACE ve IMI’nin GIS den absorbsiyonu 
azaldığı için hasar belirteç immüno-
pozitifliğinin düşük çıkması istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmuştur. 

Pestisitlerin kullanımının artıyor olması, 
onların her türlü etkilerinin araştırılması 
gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. Bu etkilerden 
bir tanesi de genotoksisitedir. En yaygın 
olarak kullanılan testlerden birisi de Cometdir. 
Comet testi, mikroskop lamı üzerinde agaroz 
içine gömülen ve parçalanan hücrelerin 
elektroforezine dayanır. DNA parçalarının 
elektrik akımı doğrultusunda hücreden 
çıkarak ilerlemesi (kuyruk oluşturması) 
ilkesine dayanır. Comet testi, genel olarak 
genotoksik ajanların DNA hasarını 
değerlendirmek için sitogenetik testlerden 
daha hassas bir yöntem olarak kabul edilir. 
Bizim çalışmamız da da ACE grubunda ki 
Comet skoru istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuştur. IMI grubunda da istatistiksel 
olarak anlamlılık olmasa bile kontrol grubuna 
göre skorda bir artış meydana gelmiştir. 
Bunun sebebi de IMI’nin karaciğerde ACE’ye 
göre daha fazla metabolize edilip, sistemik 
dolaşıma daha az miktarda geçmesi olabilir. 
Probiyotik kombinasyonu yapılan gruplarda 
ise COMET skoru istatistiksel olarak anlamlı 
olmayan bir düşme tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak bu çalışmada pestisit kaynaklı 
toksisite de hakkında fazla bilgi sahibi 
olmadığımız, probiyotik bir maya olan S. 
Boulardii’nin in vivo olarak 13 haftalık toksisite 
üzerine olan etkileri farklı şekillerde 
incelenmiştir. Kronik maruziyetlerde, düşük 
doz IMI ve ACE’nin karaciğer ve böbrek 
dokularında birikebileceğini ve ciddi derecede 
doku hasarı meydana getirebileceğini 
probiyotik ile bu hasarın iyileştirilebileceğini 

göstermiş olduk. Bu dokuların yanı sıra beyin 
ve böbrek gibi hayati öneme sahip organlarda 
da neonikotinoidler tarafından kötüleşen tablo 
probiyotik ile iyileştirilmiştir. Günümüzde ziraii 
alanda yaygın şekilde kullanılan bu 
pestisitlere düşük doz maruziyet sonucunda 
genetik materyal üzerinde ciddi toksik etkileri 
olduğunu, probiyotikler ile bu hasarın 
düzeyinin azaldığını genotoksik analizimiz ile 
gösterdik. Çalışmamızda elde edilen verilerin, 
ileri araştırmalarla desteklenmesi durumunda, 
S.Boulardii’nin ziraii alanda çalışan işçilerde,
pestisit satışı yapan perakendecilerde veya
herhangi bir durumdan dolayı ortamında
bulunup maruz kalma riski yaşayan bireylerde
profilaktik olarak kullanılabilecek ucuz ve
alternatif bir tedavi olabileceğini göstermesi
bakımından umut verici olduğunu
söyleyebiliriz.
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Pankreas Kanser Hücrelerinde İndüklenen Epitelyal-Mezenkimal Geçiş Üzerine İndometazinin 
Etkisi: Raman Spektroskopisi İle Analiz 

Gülay SEZER 

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı, Kayseri. 

GİRİŞ VE AMAÇ 

Pankreas kanseri, hayatta kalma oranının 
oldukça düşük olduğu kanser türlerinin başında 
gelmektedir. Erken tanı, metastaz gelişiminin 
önlenmesi ve kemoterapinin etkinliğinin 
artırılması tedavide önem arz etmektedir. 
Bu çalışmada pankreatik duktal adenokarsinom 
(PDAK) hücre hattında TGF-β ile indüklenen 
epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) üzerine 
indometazinin etkisinin olup olmadığını qRT-
PCR ve immünofloresan boyama teknikleri ile ve 
ilaveten Raman spektroskopisi ile araştırmayı 
amaçladık.   

GEREÇ VE YÖNTEM 

Hücre kültürü 

Uygun koşullarda inkübe edilen Panc-1 hücreleri 
(ATCC, ABD) çeşitli konsantrasyonlardaki 
indometazin (Alfa Aesar, ABD) ile muamele 
edilerek hücrelerin proliferasyonuna olan etkisi 
MTT testi ile belirlendi. 560 nm dalga boyunda 
ölçülen absorbans değerleri kontrol grubuna göre 
% olarak ifade edildi. 

EMT indüksiyonu 

EMT indüksiyonu amacıyla Panc-1 hücreleri 10 
ng/ml TGF-β1 (PeproTech, ABD) ile 48 saat 
boyunca inkübe edilerek hücrelerdeki morfolojik 
değişimler gözlendi.   

Raman spektroskopisi 

Kontrol, TGF-β ve indometazin + TGF-β hücre 
gruplarında hücre boyutunda bir alanlara 532 nm 
dalga boyunda lazer uygulanarak alan taraması 
yapıldı ve konfokal Raman mikroskop sistemi 
(WITec Alpha 300 M+) ile görüntülendi.  

Elde edilen ortalama Raman spektrumu 
değerlendirilerek hücrelerdeki moleküler 
değişimler incelendi.  

Gerçek Zamanlı-Kantitatif Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (RT-qPCR) 

Trizol ile gruplardaki  hücrelerden total RNA 
izolasyonu gerçekleştirildi, kit aracılığı ile 
komplementer DNA sentezlendi. BrightGreen 
qPCR master mix (ABM, Kanada) ve E-cadherin, 
vimentin, COX-2 ve GAPDH genlerine ait 
primerler kullanılarak genlerin mRNA ifadeleri 
LightCycler 480 Real Time PCR cihazı (Roche) 
ile analiz edildi. Elde edilen Ct değerlerinden 2-

ΔΔCT değerleri hesaplanarak ‘nisbi mRNA 
ifadeleri’ olarak belirtildi. 

İmmünfloresan boyama 

Lameller üzerine ekilen hücreler indometazin, ve 
TGF-β uygulamaları sonrasında fikse edilerek 
Alexa Fluor® 594 anti-mouse/human E-Cadherin 
ve Alexa Fluor® 488 anti-Vimentin antikorları 
(Biolegend)  ile gece boyunca inkübe edildiler. 
Ertesi gün dapi içeren kapatıcı medium 
uygulanarak floresan mikroskobu (Zeiss, 
Almanya) altında görüntülenerek, fotoğrafları 
çekildi. 

İstatistiksel Analizler 

Verilerin normal dağılıma uygunluğu test 
edildikten sonra, çoklu grupların karşılaştırılması 
SPSS 21.0 (IBM, ABD) programı aracılığı ile tek-
yönlü varyans analizi (ANOVA) ve sonrasında 
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 anlamlı kabul edildi.  
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Panc-1 hücrelerine TGF-β uygulaması ile 
EMT'nin göstergesi olan fibroblast benzeri iğsi bir 
görünüme dönüştükleri gözlendi. Hücre 
proliferasyonunu etkilemeyen 
konsantrasyonlardaki  indometazin (300 µM) 
varlığında bu görünümünün nispeten azaldığı 
gözlendi (Şekil1). 

Şekil 1: Kontrol, TGF-β ve indometazin + TGF-β 
gruplarındaki Panc-1 hücrelerinin invert 
mikroskop görüntüleri (20x:   ̶ 50 µm). 

Raman spektroskopisi 

Kontrol, TGF-β ve indometazin varlığında TGF-β 
uygulanan hücrelere ait Raman spektrumları 
incelendğinde özellikle 945, 1005, 1316, 1448 ve 
1663 cm-1  pozisyonlarındaki piklerde değişim 
olduğu görülmüştür. TGF-β uygulaması ile 
piklerde gözlenen değişim indometazin 
varlığında kontrol grubundakine yakın 
bulunmuştur (Şekil 2). 

Şekil 2: Kontrol, TGF-β ve indometazin + TGF-β 
gruplarına ait Raman spektrumları. 

EMT ile ilgili proteinlerin mRNA ifadeleri ve 
immunfloresan boyamaları 

Kontrol grubuna göre TGF-β uygulanan grupta 
E-kaderin mRNA ifadesi anlamlı şekilde
azalırken, vimentin ifadesi artmıştır (p<005).
İndometazin varlığında TGF-β'nın etkisi önemli
derecede inhibe edilmiş; E-kaderin mRNA
ifadesinde artış, vimentin ifadesinde ise azalma
olmuştur (p<005) (Şekil 3). Çalışmamızdaki
gruplarda COX-2 mRNA ifadesi Ct=35 çıktığı için
tayin edilememiştir.
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Şekil 3: Kontrol, TGF-β ve indometazin + 
TGF-β gruplarına ait E-kaderin ve Vimentin 
mRNA ifadeleri.* p<0.05, ** p<0.01 

Panc-1 hücrelerinde E-cadherin ve vimentine 
ait immünfloresan boyama görüntülerine 
bakıldığında TGF-β uygulamasının kontrol 
grubuna göre E-cadherin ifadesinde 
azalmaya vimentinde ise artışa neden olduğu 
gözlenmiştir. TGF-β'nın etkisinin indometazin 
varlığında ise azaldığı görülmüştür (Şekil 4). 

BULGULAR

EMT İndüksiyonu
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Şekil 4: Kontrol, TGF-β ve indometazin + 
TGF-β gruplarındaki Panc-1 hücrelerinin E-
kaderin (kırmızı), vimentin (yeşil) ve dapi 
(mavi) boyamalarına ait floresan mikroskop 
görüntüleri(63x:   ̶ 50 µm). 

 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
İndometazinin pankreas kanseri hücre hatları 
üzerindeki antiproliferatif ve apoptotik  etkileri 
daha önceden gösterilmiştir ancak TGF-β ile 
PDAK hücre hattında indüklenen EMT üzerine 
olan etkisi ilk kez gösterilmiştir. EMT epitelyal 
tümörlerde invazyon ve metastazın erken 
dönemlerinde oldukça önemlidir. EMT'nin 
indometazin tarafından hangi mekanizmalar ile 
önlendiğinin belirlenmesi PDAK metastazının 
önlenmesinde yeni yaklaşımlara yol 
açabileceğini düşünmekteyiz.  
 
Moleküler bir spektroskopik teknik olan Raman 
görüntüleme, boyama işlemi gerektirmemesi ve 
küçük miktardaki numuneler ile çalışabilme 
avantajlarına sahiptir. Yapılan çalışmalar kanser 
teşhis doğruluğunu artırmak için  
kullanılabileceğini göstermektedir. Panc-1 
hücrelerinde indüklenen EMT ile ilgili 
değişiklikleri analiz etmede de etkili olabileceğini 
düşündüğümüz bu tekniğin klinik çalışmalar ile 
araştırılması faydalı olacaktır.  
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Alfa-2c Adrenoseptörlerinin Ketaminle İndüklenen Şizofreni Modelindeki Rolü 
 

Nurdan TEKİN 

 

Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 

GİRİŞ VE AMAÇ 
Şizofreni dünya genelinde yaklaşık 

yirmi milyon insanı etkileyen, kronik ve ağır 
bir psikiyatrik hastalıktır (GBD, 2017). 
Hastalığın toplum sağlığı üzerindeki derin 
olumsuz etkilerine rağmen, patofizyolojisini 
anlamadaki ilerleme son derece yavaş 
olmuştur (Kanyuch ve Anderson, 2017). 
Şizofreni oldukça kompleks bir bozukluktur 
ve hastalık semptomları üç ana kategoride 
sınıflanır; pozitif, negatif ve kognitif 
semptomlar. Güncel tedaviler pozitif 
semptomlarda etki gösterirken, özellikle 
negatif ve kognitif semptomlarda etkisiz 
kalmaktadır. Yüzyılı aşkın çalışmalara 
rağmen yeterli etkinlikte tedavi olmamasının 
sebeplerinden biri, klinik öncesi 
çalışmalarda hastalık modellemesinin 
güçlüğüdür. 

 
Şizofreni, hayvan modellerinin kullanımını 
sınırlayan insana özgü bir bozukluk olarak 
görünmektedir (Taylor ve ark., 2009). Bu 
sebeple hastalığı bütün yönleriyle 
laboratuvar hayvanlarında modellemek 
mümkün olamamaktadır (Nestler ve 
Hyman, 2010). Şizofreni hastalığını 
modellemede en yaygın olarak kullanılan 
farmakolojik modellerden biri glutamaterjik 
sistemi hedef alan ketaminle indüklenen 
şizofreni modelidir. Ketaminin yanısıra 
fensiklidin, MK-801 gibi NMDA 
antagonistleri deney hayvanlarında 
hastalığı modellemek için kullanılmaktadır 
(Jones ve ark., 2011). Bununla birlikte 
çalışmalarda kullanılan ilaç dozları, 
uygulama süreleri ve arınma periyotları 
farklılık göstermektedir.  

 
Alfa adrenoseptörler (α-AR) santral sinir 
sisteminde nörotransmitter üretim ve 
salınımında düzenleyici etkileri olan 
reseptörlerdir (Cottingham ve Wang, 2012). 
α-AR’lerin birçok nöropsikiyatrik hastalık 
patofizyolojisi ve tedavisinde rol 
oynayabileceği düşünülmektedir (Starke, 
2001). α-AR’lerin bir alt tipi olan α2c-AR  
 
 
ayrıca şizofreni ile ilişkilendirilmiştir  
(Holmberg ve ark., 2003).  

 
Bu çalışmada sıçanlarda subkronik, sub-anestezik 
dozda ketaminle indüklenen şizofreni modelinin 
davranışsal, nörokimyasal ve immunohistokimyasal 
değerlendirilmesi ve bu modelde selektif α2C-
antagonisti JP-1302’nin tedavi edici etkisinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Ketaminle indüklenen psikoz (KİP) modelini 
oluşturmak için erişkin Wistar sıçanlara sekiz gün 
boyunca sub-anestezik dozda (25 mg/kg) 
intraperitoneal ketamin uygulanmıştır. Model 
oluşturulmuş sıçanlara tedavi amacıyla yedinci ve 
sekizinci günlerde JP-1302, klorpromazin veya 
serum fizyolojik uygulaması yapılmıştır. Yedinci ve 
sekizinci gün lokomotor aktivite, sosyal etkileşim ve 
yeni obje tanıma (YOT) testi yapılmıştır. Davranışsal 
testlerin ardından uygulanacak yönteme uygun 
olarak sıçanlar sakrifiye edilmiştir (Şekil 1). Farklı 
beyin bölgelerinde HPLC yöntemi ile glutamat, 
glutamin ve GABA düzeyi ölçülmüştür. Western-blot 
yöntemi ile prefrontal korteks ve hipokampüste α2c-
AR’ler değerlendirilmiştir. İmmunohistokimyasal 
yöntemle striatum, nükleus akümbens (NAcc), 
ventral tegmental alan (VTA) ve substansia nigrada 
(SN) tirozin hidroksilaz immunoreaktivitesi 
değerlendirilmiştir. Deney protokolü Marmara 
Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 
tarafından onaylanmıştır (14.2017.mar) 
 

 
Şekil 1. Çalışma tasarımı 
 
 
Açık Alan Testi 
 
Lokomotor aktivite, açık alan testiyle 
değerlendirilmiştir. Test, bilgisayarlı lokomotor 
aktivite görüntüleme sistemi ile yapılmıştır. Bu 
sistem çevresinde hareketi algılayan sekiz infrared 
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sensör bulunan 40x40x40 cm ölçülerinde 
şeffaf pleksiglass kafes ve bilgisayardan 
oluşmaktadır. Bu sensörler her bir sıçanın 
tam konumunu ve hareketini saptar ve 
sıçanın aktivitesini 100 ms’lik hassasiyetle, 
bilgisayara iletir. Sıçanın yatay, dikey, 
gezici, stereotipik hareketlerinin sayı, süre 
ve yüzdeleri, toplam kat ettiği mesafe ve 
dinlenme yüzdesi tespit edilebilmektedir. 
Sistem tarafından kümülatif olarak 
hesaplanan stereotipik hareket, kat edilen 
mesafe ve dinlenme yüzdeleri 
değerlendirilmiştir. 

Sosyal Etkileşim Testi 

Sıçanlar doğal şartlarda birbirleriyle 
etkileşim halinde bulunmaya yatkın sosyal 
hayvanlardır. Etkileşimin azalması sosyal 
geri-çekilme semptomu olarak 
değerlendirilebilmektedir (Wilson ve 
Koenig, 2014). Şizofreninin negatif 
semptomlarını değerlendirmek için 
kullanılan testlerden birisidir. Aynı tedavi 
grubundan, daha önce birbiriyle etkileşimi 
olmamış aynı cinsiyette sıçanlar, benzer 
vücut ağırlıklarına (± 10 g.) göre 
eşleştirilmişlerdir. Test için 600x800x500 
mm boyutlarında zemini talaş ile kaplanmış 
gri pleksiglass kafes kullanılmıştır. Kafes 
tepeden loş ışıkla (20-30 lux) 
aydınlatılmıştır. Kafesin üzerine yerleştirilen 
dijital bir video kamera ile kayıt alınmıştır. 
Alınan video kayıtlarda sıçanların sosyal 
davranışlarının süreleri ölçülmüştür. 
Değerlendirilen sosyal davranışlar; 
koklama, anogenital koklama, sosyal 
tımarlama (bir sıçanın diğerinin kürkünü 
ısırması, yalaması), takip etme, şaha 
kalkma (bir sıçanın diğerinin arkasında arka 
ayaklarının üzerinde durması), 
tırmanmadır. 

Yeni obje tanıma testi (YOT) 

Nesne tanıma, kemirgenlerde çalışma 
belleğini değerlendirmeyi amaçlayan bir 
prosedürdür. Test iki aşamadan 
oluşmaktadır; eğitim seansı ve test seansı. 
Eğitim kısaca birbirinin aynısı iki objenin 
görsel olarak keşfedilmesine, test de eski 
objelerden birinin yenisiyle değiştirilmesine 
dayanmaktadır. Sıçanlar, yeni olanı tercih 
etmeye, incelemeye eğilimleri olduğu için; 
yeni objeyi incelemek için da eskisine göre 
daha fazla vakit harcayacaklardır. Deney, 

yukarıda bahsedilen sosyal etkileşim testinin 
yapıldığı kafeste, talaşsız bir zeminde normal 
aydınlatma koşullarında yapılmıştır. Eğitim ve test 
aşamasında benzer boyutlarda (yükseklik: 10-12 
cm) farklı renklerde ve şekillerde (labut, dikdörtgen
blok) objeler kullanılmıştır. Sıçanların
deviremeyeceği ağırlıkta seçilen objeler zıt
yönlerde, köşelere 10 cm uzaklıkta olacak şekilde
yerleştirilmiştir. Deneyin yapılacağı gün son ketamin
enjeksiyondan 45 dakika sonra öğrenme aşaması
için sıçanlar birbirinin aynısı iki obje yerleştirilmiş
olan kafese alınarak 5 dakika boyunca objeleri
keşfetmesi sağlanmış, ardından barınma kafesine
alınmıştır. Bir saat sonra test aşaması için eski
objelerden biri yeni bir objeyle değiştirilmiş ve
sıçanların 5 dakika boyunca keşfetmesi 
sağlanmıştır. Kafesin üzerine yerleştirilen 
kamerayla kayıt alınarak objeleri tanıma süreleri 
ölçülmüştür. Obje tanıma; koklama, yalama, burnu 
iki santimetreden daha fazla objeye yaklaştırma 
olarak değerlendirilmiştir. Yeni ve eski objeyi tanıma 
süreleri kullanılarak tanıma indeksi hesaplanmıştır. 
Tanıma indeksi yeni objeyi tanıma süresinin, eski ve 
yeni objeyi tanıma süresine oranı olarak 
tanımlanmıştır (t1/ t1+ t2, t1: yeni obje tanıma süresi, 
t2: eski obje tanıma süresi). 

İmmunohistokimya yöntemi 

İmmunohistokimya işlemi yüzen kesitler üzerinde 
uygulanmıştır. Kesitler TBS solüsyonu ile 
yıkanmıştır. TBS, 80 °C AR Tris EDTA solüsyonu ile 
değiştirilmiştir. Yıkama işlemlerinin ardından normal 
serum solüsyonu eklenmiş ve bir saat bekletilmiştir 
(50 μl normal goat serum + 950 μl TBS-T). Ardından 
primer antikor solüsyonu eklenmiştir (1:5000 dilüe 
primer antikor, %1 BSA/TBS-T). 24 saat sonra; 
yıkamadan sonra TBS-T boşaltılarak yerine 
sekonder antikor solüsyonu koyulmuştur (1:200; 
dilüe 5 μl s. Antikor / 995 μl 1% BSA/TBS-T). 
Ardından ABC solüsyonu eklenmiştir (A 10 μl + B 
10μl + TBS 980 ul). Renklendirme aşaması için DAB 
solüsyonu kullanılmıştır.  
Lamlardaki kesitler bilgisayarlı bir mikroskop kamera 
sistemiyle (Zeiss Axio Zoom. V16, Zeiss, Germany) 
incelenmiştir. Değerlendirilecek bölgeler Paxinos ve 
Watson sıçan beyin atlasındaki (Paxinos ve Watson, 
1998) koordinatlara göre belirlenerek dijital ortama 
aktarılmıştır. Ardından elde edilen görüntüler 
ImageJ programı kullanılarak analiz edilmiştir. Her 
bir sıçanda hesaplanan optik yoğunluk verileri 
kontrol grubundan elde edilen verilere göre 
yüzdelendirilerek istatistiksel analizi yapılmıştır. 
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Beyin dokuları Paxinos ve Watson sıçan 
beyin atlasındaki (Paxinos ve Watson, 
1998) milimetrik ölçümlere göre frontal 
korteks, striatum, hipokampüs disseke 
edilmiş ve ardından homojenize edilmiştir. 
Nörotransmitter seviyelerinin kromatografik 
analiz için; G1322A degazör, G1311A 
kapiller pompa, G1313A soğutuculu 
autosampler, G1316A termostatlı kolon, 
G13215A florosan dedektör, G1323B 
kontrol modülü ve C18 çalışma kolonu, 
içeren Agilent 1100 Series HPLC cihazı 
kullanılmıştır. Mobil faz olarak 2:1:1 
oranında 250 mM sodyum asetat tampon 
çözeltisi (pH: 6.9), diğer akışlar için %95’lik 
metanol, distile su kullanılmıştır. Analitler 
sırasıyla 340 nm eksitasyon ve 450 nm 
emisyon dalga boyunda bir floresans 
detektörü ile analiz edilmiştir. Floresan 
dedektör yardımıyla analiz yapılacağı için 
organik bileşikleri saptayabilmek amacıyla 
pre-kolon türevlendirme yapılmıştır. Kolon 
sıcaklığı olarak 25oC, mobil faz akış hızı 
olarak 0,5 ml/dak belirlenmiştir. Eksternal 
standart olarak, HCl içerisinde çözülmüş L-
glutamik asit, glutamin ve GABA deiyonize 
su ile seyreltilerek, üç farklı 
konsantrasyonda (0.25 μM, 0.5 μM, 1 ve 2.5 
μM) kullanılmıştır. Standartlar ve örnekler 
cihaz tarafından yapılan prekolon 
türevlendirmenin ardından otomatik 
enjeksiyon ile 12 μl hacimde sisteme 
uygulanmıştır. Elde edilen 
kromatogramlarda L-glutamik asit, glutamin 
ve GABA için sırasıyla 8,28 ± 0,07, 17,76 ± 
0,02, 31,03±0,03’ deki piklerde eğri altında 
kalan alan verileri bilgisayar yazılımı 
aracılığı ile elde edilmiştir (Şekil 2). Her bir 
örnekten elde edilen veriler korelasyon 
analizi ile standartlara göre kalibre edilerek 
nörotransmitter seviyeleri (ng/mg doku) 
hesaplanmıştır. 

Şekil 2. Standartların birleşik kromatogramı 
ve beyin dokusu örneği kromatogramı. 
Tutma zamanı: L glutamik asit, glutamin ve 
GABA için sırasıyla 8,28±0,07, 17,76±0,02, 
31,03±0,03 dk. 

İmmünoblotlama analizi 

Dondurulmuş dokular, proteaz inhibitörleri içeren 20 
mM Tris-HCl tamponda homojenize edilmiştir. 
Santrifüjlemenin ardından peletler, proteaz 
inhibitörü solüsyonunda (DTT, gliserol, Tris-HCl, 
EDTA ve Triton X-100 içerir) 1 saat süreyle inkübe 
edilmiştir. Lowry yöntemi (Lowry ve ark. 1951) ile her 
beyin dokusundaki protein miktarı belirlendikten 
sonra, %12 SDS-PAGE ayrımı için 100 ug protein 
içeren numuneler hazırlanmıştır. Hazırlanan 
numuneler jele yüklenmiş ve ardından nitroselüloz 
membranlara aktarılmıştır (85 V'de 70 dakika). 
Aktarılan örnekler birincil antikorlar [α-2c (sc-1480, 
1: 200) ve β-aktin (sc-130657, 1: 200), Santa Cruz 
Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, ABD)] ile 
inkübe edilmiştir. Daha sonra membranlar, ilave 60 
dakika süreyle tavşan monoklonal anti-goat IgG 
ikincil antikorları (1: 2000) ile inkübe edilmiştir. NBT 
/ BCIP (nitro blue tetrazolyum ve 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-fosfat; Promega, Wisconsin, ABD) 
membranda oluşan her bir proteine özgü spesifik 
bantların görünürlüğü için kullanılmıştır. Ortaya 
çıkan zarların dansitometrik analizi için kamuya açık 
bir yazılım kullanılmıştır (Bio-Rad Molecular Analyst, 
www.totallab.com). 

İstatistiksel Yöntemler 

Çalışmada elde edilen veriler ortalama ± standart 
hata olarak ifade edilmiştir. İstatistiksel olarak 
anlamlılık derecesi p<0,05 kabul edilmiştir. Davranış 
deneyleri için tek yönlü ANOVA ve Bonferroni post 
hoc testi kullanılmıştır. Dopaminerjik lif yoğunlukları 
ve nörotransmitter düzeyleri analizinde tek yönlü 
ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanılmıştır.  

BULGULAR 

Davranış deneylerinin değerlendirmesi 

Lokomotor aktivite değerlendirildiğinde; toplam kat 
edilen mesafenin bütün gruplarda erkek sıçanlara 
göre dişi sıçanlarda daha fazla olduğu gözlenmiştir. 
KİP oluşturulmuş dişi sıçanlarda, kontrol grubuna 
göre toplam kat edilen mesafede anlamlı bir artış 
gözlenmiştir (3280 ± 324,6; 1736 ± 75,96, p<0,05; 
Şekil 3). 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografi 
(HPLC) prosedürü 
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Şekil 3. Subkronik ketamin uygulaması ve 
KİP oluşturulmuş sıçanlarda uygulanan 
tedavilerin dişi sıçanlarda kat edilen toplam 
mesafeye etkisi. (n= 4/grup, * p<0,05). 
naïve: KİP oluşturulmamış ve tedavi 
almamış grup, SF: serum fizyolojik, KET: 
ketamin, CPZ: klorpromazin. 
 
Dinlenme yüzdeleri değerlendirildiğinde; 
KİP grubunda, kontrol grubuna göre 
dinlenme yüzdesi istatistiksel olarak anlamlı 
bir şekilde azalmıştır (69,85 ± 2,915; 80,88 
± 0,969, p<0,05). Klorpromazin tedavisi 
uygulanan KİP grubunda dinlenme yüzdesi, 
tedavi almamış KİP grubuna göre anlamlı 
olarak artmıştır (81,63 ± 1,83; 69,85 ± 2,91, 
p<0,05) (Şekil 4). 
 

 
Şekil 4: Subkronik ketamin uygulamasının 
ve KİP oluşturulmuş sıçanlarda uygulanan 
tedavinin dinlenme yüzdesi üzerine etkisi 
(n= 8/grup, * p<0,05). 
 
KİP oluşturulmuş sıçanlarda stereotipik 
davranış yüzdesinde kontrol grubuna göre 
istatistiksel olarak anlamlı bir artış 
gözlenmiştir (7,71 ± 0,63; 11,21 ± 0,94, 
p<0,05). Klorpromazin tedavisi uygulanan 
KİP grubunda, tedavi almamış KİP grubuna 
göre stereotipik davranış yüzdesinde 
anlamlı bir azalma gözlenmiştir (8,26 ± 0,54; 
7,71 ± 0,63, p<0,05). 1 ve 3 μmol/kg JP-
1302 uygulaması stereotipik davranışı 

azaltıyor olarak gözlenmekle beraber, KİP grubuna 
göre anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (Şekil 5). 
 

 
Şekil 5. Subkronik ketamin uygulamasının ve KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda uygulanan tedavinin 
stereotipik davranış yüzdesi üzerine etkisi. (n= 
8/grup, * p<0,05). 
 
KİP oluşturulan grupta sosyal etkileşim süresi 
kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalmıştır (162 
± 21,33; 331 ± 27,71, p<0,001). Uygulanan 
klorpromazin tedavisi sosyal etkileşim süresinde bir 
farklılığa neden olmazken, JP-1302 tedavisinin 
sosyal etkileşim süresini doz bağımlı olarak 
iyileştirdiği gözlenmiştir (Şekil 6). 
 

 
Şekil 6. Subkronik ketamin uygulamasının ve KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda uygulanan tedavinin sosyal 
etkileşim süresi üzerine etkisi (n= 8/ grup, *** 
p<0,001). 
 
KİP grubunda kontrol grubuna göre yeni obje tanıma 
indeksinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 
gözlenmiştir (0,44 ± 0,02; 0,67 ± 0,03, p=0,0003). 
KİP oluşturulmuş sıçanlara uygulanan klorpromazin, 
tanıma indeksi üzerinde etkili olmamıştır. KİP 
oluşturulmuş 10 μmol/kg JP-1302 tedavi grubunda, 
tedavi görmemiş KİP grubuna göre tanıma indeksi 
anlamlı bir şekilde artmıştır (0,60 ± 0,05; 0,44 ± 0,02, 
p=0,0232, Şekil 7). 
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Şekil 7. Subkronik ketamin uygulamasının 
ve KİP oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin 
tanıma indeksi üzerine etkisi (tanıma 
indeksi= A/ A+B; A= yeni objeyi tanıma 
süresi, B= eski objeyi tanıma süresi; n= 
8/grup * p= 0,023, *** p=0,0003). 
 
İmmünohistokimyasal analiz sonuçları 
 
Yapılan immunohistokimyasal analizlerde 
KİP grubunda striatumda artmış TH-IR 
gözlenmiştir (p<0,0001). KİP tedavi 
gruplarında 3 μmol/kg ve 10 μmol/kg JP- 
1302, artmış TH-IR’yi anlamlı olarak 
azaltmıştır (p<0,03; p<0,0001; Şekil 8).  
 

 
Şekil 8. Subkronik ketamin uygulamasının 
ve KİP oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin 
striatumdaki TH-IR’ye etkisi.  (n= 6/grup, 
**** p<0,0001; * p<0,03). 
 
Nükleus akümbens kabuk ve çekirdek 
bölgesindeki TH-IR değerlendirildiğinde; 
ketamin uygulamasının TH-IR’de anlamlı bir 
farklılığa neden olmadığı gözlenmiştir. 
Tedavi uygulanmamış KİP grubuyla, JP-
1302 tedavisi uygulanmış KİP grubu 
karşılaştırıldığında; 3 ve 10 μmol/kg JP-
1302’nin TH-IR’yi anlamlı olarak azalttığı 
gözlenmiştir (**** p<0,001). Klorpromazin 
tedavisinin NAC’de TH 

immunoreaktivitesinde anlamlı bir farklılığa neden 
olmadığı gözlenmiştir (Şekil 9). 

 
Şekil 9. Subkronik ketamin uygulamasının ve KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin nükleus 
akümbenste TH-IR’ye etkisi (**** p< 0,001). 
 
Nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik nöronların 
gövdelerinin bulunduğu SN’de, TH-IR gruplar 
arasında karşılaştırıldığında; KİP oluşturulmuş 
sıçanlarda TH-IR’nin anlamlı olarak arttığı 
gözlenmiştir (**** p<0,0001; Şekil 10). Tedavi 
uygulanan gruplarda ise; 3 μmol/kg JP-1302 ve 
CPZ’nin SN’deki artmış dopaminerjik aktiviteyi 
azalttığı gözlenmiştir (*** p=0,0003; **** p<0,0001). 
 

 
Şekil 10. Subkronik ketamin uygulamasının ve KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin SN’de TH-IR’ye 
etkisi (*** p<0,005; **** p<0,001). 
 
VTA’da TH immunoreaktivitesi gruplar arasında 
karşılaştırıldığında; KİP oluşturulmuş sıçanlarda 
TH-IR’nin anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir (* 
p<0,05; Şekil 11). Tedavi uygulanan gruplarda ise; 
1 μmol/kg JP-1302 ve 3 μmol/kg JP-1302 VTA’daki 
artmış dopaminerjik aktiviteyi azalttığı gözlenmiştir 
(*** p<0,001; **** p<0,0001). 
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Şekil 11. Subkronik ketamin uygulamasının 
ve KİP oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin 
VTA’daki TH-IR’ye etkisi (* p<0,05; *** 
p<0,001; **** p<0,0001). 
 
Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 
(HPLC) ile Glutamat, Glutamin, GABA 
düzeylerinin ölçümü  
 
Subkronik ketamin uygulamasının ve KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda tedavinin 
nörotransmitter düzeyleri üzerine etkisi 
değerlendirmek amacıyla, şizofreni 
patofizyolojisinde rol oynadığı düşünülen 
beyin bölgelerindeki -prefrontal korteks, 
striatum, hipokampüs- glutamat, glutamin 
ve GABA düzeyleri ölçülmüştür. Prefrontal 
korteks, striatum ve hipokampüste 
glutamat, GABA ve glutamin düzeyleri 
karşılaştırıldığında KİP oluşturulmuş grupta 
ve tedavi gruplarında kontrole göre anlamlı 
bir farklılık bulunmamıştır. 
 
Western blotting sonuçları 
 
Prefrontal korteks ve hipokampüste α2c-AR 
düzeyleri değerlendirilmiştir (Şekil 12).  
 
 
 
 
 
Şekil 12. KİP ve kontrol sıçanlarında 
prefrontal korteks ve hipokampüsten 
Western blot analizi ile elde edilen temsili 
zar görüntüleri (a. SF+SF b. SF+10 μmol/kg 
JP-1302 c. KET+SF d. KET+1 μmol/kg JP-
1302 e. KET+3 μmol/kg JP-1302 f. KET+10 
μmol/kg JP-1302 g. KET+CPZ) 
 
Prefrontal kortekste α2c-AR düzeyi KİP 
oluşturulmuş sıçanlarda kontrole göre 
anlamlı olarak artmıştır (** p<0,001 Şekil 
13a). KİP oluşturulan grup ile tedavi grupları 

karşılaştırıldığında; 10 μmol/kg JP-1302 tedavisi 
alan grupla KİP grubu arasında anlamlı bir farklılığa 
rastlanmıştır (+p<0,01, Şekil 13a).  
 
Hipokampüste α2c-AR düzeyi KİP oluşturulmuş 
sıçanlarda kontrole göre anlamlı olarak artmıştır (** 
p<0,0001; Şekil 13b). KİP oluşturulan grup ile tedavi 
grupları karşılaştırıldığında; 10 μmol/kg JP-1302 
tedavisi alan grupla KİP grubu arasında (+ 

p<0,0001), CPZ tedavisi alan grupla KİP grubu 
arasında anlamlı bir farklılığa rastlanmıştır (+ 

p<0,001, Şekil 13b) 
 

 

 
Şekil 13. Ketaminle indüklenen psikoz ve kontrol 
gruplarında (a) prefrontal korteks (b) hipokampüste 
Western-blot yöntemiyle elde edilen α2c-AR 
ekspresyon seviyeleri.  
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Şizofreni semptomatolojisinde, hastalık gelişiminde, 
prognozunda ve tedaviye cevapta yüksek 
değişkenlik içeren heterogenik bir bozukluktur. 
Yıllardır süregelen çalışmalara rağmen şizofreninin 
patofizyolojisi hala belirsizdir ve hastalığın tedavisi 
mükemmel olmaktan oldukça uzaktır. Şizofreni 
tedavisine kullanılan 20’den fazla antipsikotik ilaç 
var. Fakat etkililikleri ve yan etkileri sebebiyle 
sıkıntılı ve ayrıca ilaçların çoğu negatif ve kognitif 
semptomlara karşı etkisizdir. Negatif ve kognitif 
fonksiyonlara etkili ilaçlara ihtiyaç duyulmaktadır. 
 
Bu çalışmada sıçanlarda ketaminle indüklenen 
şizofreni modelinde davranışsal ve moleküler 
değişimleri inceledik. Amacımız subkronik ketamin 
enjeksiyonunun şizofreninin pozitif, kognitif ve 
negatif semptomlarını taklit etmedeki gücünü 
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doğrulamak, bu davranışsal defisitleri 
moleküler değişimlerle desteklemek ve 
adrenerjik sistemin antipsikotik 
tedavisindeki olası rolünü araştırmaktı. 
İncelediğimiz lokomotor aktivite, sosyal 
etkileşim ve yeni obje tanıma gibi 
davranışsal parametreler, literatürde birçok 
hastalık modelinde psikotik semptomların, 
sosyal becerilerin ve hafızanın 
değerlendirilmesi için kullanılmıştır. 
Moleküler çalışmada ise hastalık 
oluşumunda ve prognozunda rol aldığı 
bilinen nörotransmitter değişimlerini 
göstermek hedeflendi. 
 
Lokomotor hiperaktivitenin psikotik 
ajitasyon gibi pozitif semptomların belirli 
bileşenleri yansıtabileceği düşünülmektedir 
(Powell ve ark., 2008). Artmış lokomotor 
cevabın pozitif semptomların oluşmasında 
rol alan subkortikal hiperdopaminerjik 
aktiviteyi yansıttığı gösterilmiştir 
(O'Tuathaigh ve ark., 2015). Çalışmamızda 
KİP oluşturulmuş grupta beklenildiği gibi 
toplam kat edilen mesafede artış ve 
dinlenme yüzdesinde azalma gözlendi. 
İmmunohistokimyasal çalışmalarda 
gösterdiğimiz KİP oluşturulmuş grupta 
gözlenen striatal dopaminerjik aktivite artışı 
bu teoriyi desteklemektedir. Pozitif 
kontrolde uygulanan klorpromazin tedavisi 
artmış hiperaktiviteyi tersine çevirdi. Bu 
durum tipik bir antipsikotik olan 
klorpromazinin klinik kullanımda pozitif 
semptomlar üzerindeki etkisini 
desteklemektedir. Amfetamin ve dopaminin 
lokal olarak nükleus akümbense 
uygulanması lokomosyonu arttırmaktadır. 
NAcc’de dopamin sinyalinin engellenmesi 
ise amfetaminle indüklenen lokomosyonu 
azaltmıştır (Kesby ve ark., 2018). 
Çalışmamızda KİP gruplarında α2C-AR 
antagonist uygulamasının striatum ve 
NAcc’de dopaminerjik aktiviteyi azalttığı 
gösterilmiştir. Bu durum α2C-AR 
antagonizmasının şizofreninin pozitif 
semptomlarında etkili olabileceğini 
düşündürmektedir. Stereotipik hareketler 
kafa ve ön pençelerin hızlı ve tekrarlayıcı 
hareketleri tanımlamaktadır (Ventura ve 
ark., 2020). Kemirgenlerde stereotipik 
davranışların artışı psikotik semptomlarla 
ilişkilendirilmiştir. Çalışmamızda KİP 
grubunda stereotipik davranış yüzdesinde 
artma gözlenirken klorpromazin tedavisi bu 
artışı geri çevirmiştir.  

 
Sosyal fonksiyonlarda azalma şizofrenide negatif 
semptomların ana özelliğidir (Ellenbroek ve Cools, 
2000). Kemirgenlerde sosyal etkileşim ölçümleri 
insanlardaki sosyal etkileşimin direkt analoğudur. 
Birçok farmakolojik ve nörogelişimsel şizofreni 
modelinde sosyal etkileşim defisitleri gösterilmiştir. 
Akut ve kronik PCP uygulamasının sosyal defisit 
oluşturduğu gösterilmiştir (Snigdha ve Neill, 2008). 
Bununla uyumlu olarak çalışmamızda subkronik 
ketamin uygulaması sonrası sosyal etkileşimde 
kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma 
gösterilmiştir. Uyguladığımız klorpromazin tedavisi 
sosyal defisitte etkili olmamıştır. Bu durum, 
klorpromazinin klinik kullanımında görülen tabloya 
benzerdir. Tipik AP’ler, klorpromazin gibi, pozitif 
semptomlarda iyileşme sağlarken çoğu zaman diğer 
semptomları iyileştirmede başarısız olmaktadır 
(Maric ve ark., 2016). Tedavi gruplarına 
uyguladığımız üç farklı doz JP-1302 (1 – 3 – 10 
μmol/mg) istatistiksel olarak anlamlı olmamakla 
beraber doz bağımlı etki ile sosyal etkileşim 
süresinde artış göstermiştir. Önceki çalışmalarda 
α2c-AR antagonisti ORM-13070’in sıçanlarda akut 
PCP indüklü sosyal etkileşim defisitini tamamen 
tersine çevirdiği gösterilmiştir (Sallinen ve ark., 
2013a). Dahası α2C-AR antagonistlerinin PCP ile 
indüklenen ve nörogelişimsel sıçan şizofreni 
modellerinde pozitif ve kognitif defisitleri de geri 
çevirmiştir (Uys ve ark., 2016). Bir diğer yüksek 
seçiciliği olan α2C-AR antagonisti ORM-12741 
kognitif fonksiyonlardaki etkisinin değerlendirilmesi 
için klinik çalışmalara girmiştir (Rinne ve ark., 2017). 
α2C-AR antagonistleri negatif semptomlar üzerindeki 
etkisini VTA’dan köken alan prefrontal dopaminerjik 
nöronların ateşleme aktivitesini düzenleyerek 
gösteriyor olabilir (Sallinen ve ark., 2013a). Bu 
nöronların hipofonksiyonu şizofreni hastalarındaki 
negatif semptomlarla yakın ilişkilidir (Winograd-
Gurvich ve ark., 2006; Schwartz ve ark., 2012). 
Prefrontal kortikal alandaki fonksiyonel bağlantılar 
akut düşük doz PCP dozundan sonra anlamlı olarak 
değişmiştir (Paasonen ve ark., 2017). ORM-10921 
sıçanlarda mPFC’de dopamin salınımı arttırmıştır bu 
durum kısmen α2C-AR’lerin negatif semptomlar 
üzerindeki etkisini açıklıyor olabilir.  
 
Şizofreninin tedavisinde karşılanmamış önemli bir 
klinik ihtiyaç, kognitif semptomların tedavisidir. Çok 
sayıda kemirgen çalışmasında kullanılan yeni obje 
tanıma görevi, görsel öğrenme ve hafızayı 
değerlendirmek için kullanılan bir preklinik yöntemdir 
(Lyon ve ark., 2012). Çalışmamızda subkronik 
subanestezik ketamin uygulanan grupta tanıma 
indeksi skorunda anlamlı düşüş gözlenmiştir. Birçok 
sıçan şizofreni modelinde YOT testinde benzer 



65  

sonuçlar elde edilmiştir (Cadinu ve ark., 
2018). Klorpromazin uygulaması tanıma 
indeksi üzerinde etkili olmamıştır. Klinik 
kullanımda özellikle atipik antipsikotiklerin 
kognitif semptomlar üzerinde etkisiz olduğu 
gözlemine uygundur. Çalışmamızda 
ketamin uygulanan grupta skor düşerken, 
yüksek doz JP-1302 uygulaması bu skorda 
iyileştirici etki yapıyor olarak görünmüştür. 
α2C-AR seçici antagonistleri JP-1302, ORM-
10921 ve 88 ORM-12741, NMDA-
antagonisti kaynaklı nöropsikiyatrik hastalık 
hayvan modellerinde kognitif ve sosyal 
disfonksiyonu tersine çevirir (Sallinen ve 
ark., 2013a; Sallinen ve ark., 2013b). 
Mekanizma belirsiz olmasına rağmen, 
hipoglutamaterjik durumların neden olduğu 
semptomları hafifletmede seçici α2C-AR 
antagonizminin (agonizm değil) faydalı bir 
rolü olabileceğini gösterir.  
 
Şizofrenide hayvan modelleri 
çalışmalarında iki cinsiyetin de 
değerlendirildiği çalışmalar sınırlıdır (5/97, 
Hill, 2016). Hedeflenen tedavi grubunda her 
iki cinsiyetin de varlığı düşünülerek 
çalışmamıza hem erkek ve dişi hayvanlar 
dahil edilmiştir. Davranış testlerindeki 
farklılıklar değerlendirildiğinde; YOT ve 
sosyal etkileşim deneyinde cinsiyetler 
arasında anlamlı farklılık gözlenmemiştir. 
Açık alan testinde ise dişi sıçanlar ketaminin 
etkisine daha duyarlı olduğu gözlenmiştir. 
KİP oluşturulmuş dişi grupta lokomotor 
aktivitede anlamlı bir artış gözlenirken, 
erkek sıçanlarda bu artış daha ılımlı olarak 
gözlenmiştir. Önceki çalışmalarda MK-801'i 
takiben, dişi sıçanlar, hareket skorları, 
koklama ve ataksi puanları olan erkek 
sıçanlara göre anlamlı derecede daha fazla 
davranışsal duyarlılık göstermektedir 
(Andiné ve ark., 1999). Dişi sıçanlar ayrıca 
PCP uygulaması sonrası, hiperaktivite, 
stereotipik davranışlar, motor koordinasyon 
bozukluğu, titreme ve ataksik davranışlarda 
erkek sıçanlara göre daha fazla etki 
gözlenmiştir (Wessinger, 1995). 
Çalışmamızda teknik aksaklıklar sebebiyle 
dişi sıçanlarda östral siklus tayini 
yapılamamıştır. Bu sebeple davranışsal 
değişikliklerdeki farklılığa ketamin 
farmakokinetiğindeki farklılığın yanı sıra 
östrojen ve progesteron seviyelerinin 
etkilerini değerlendirmek mümkün 
olmamıştır. Çalışmamızda YOT ve sosyal 
etkileşimde dişi ve erkek sıçanlar arasında 

anlamlı bir farklılık gözlenmemiş olmakla beraber 
siklus tayinin yapıldığı ek çalışmalara ihtiyaç vardır. 
 
Özellikle hastalığın erken evrelerinde dopaminerjik 
aktivitede görülen artışının özellikle pozitif ve kognitif 
semptomlarla ilişkili olduğu düşünülmektedir. 
Dopamin sentezi, salınımı, reseptör sayısı ve 
afinitesi gibi birçok bileşen bu hiperdopaminerjik 
aktivitenin kaynağı olabilir. Bundan yola çıkarak 
katekolamin sentezinde hız sınırlayıcı enzim olması 
sebebiyle tirozin hidroksilaz (TH) aktivitesi, TH 
ekspresyonundaki değişimler şizofrenideki 
dopaminerjik aktivite değişimlerini yansıtıyor olabilir 
(Mueller ve ark., 2004). Postmortem beyin 
dokularında yapılan bir çalışmada şizofrenili 
bireylerde kauadat ve putamen nükleusta TH enzim 
aktivitesinin artmış olduğu gözlenmiştir (Toru ve 
ark., 1982). Deneysel çalışmalarda NMDA 
antagonisti olan MK-801 ile psikoz modeli 
oluşturulmuş sıçanlarda TH seviyesinin arttığı 
görülmüştür (Huang ve ark., 2014). Bu bulgular 
çalışmamızda elde ettiğimiz ketaminli gruplarda 
görülen TH-IR artışıyla tutarlıdır. Dahası striatum ve 
kaudat nükleusta JP-1302’nin yüksek 
konsantrasyonlarında TH-IR aktivitesinde azalma 
gözlenmesi bu ajanın tedavi edici etkisini gösteriyor 
olabilir. VTA beyindeki önemli dopamin 
merkezlerindendir. VTA’da TH ekspresyonunun 
değerlendirildiği çalışmaların sonuçları çelişkilidir. 
Bazı çalışmalarda NMDA antagonisti sonrası TH 
mRNA düzeyinde azalma gözlenirken (Katayama ve 
ark., 2013), bazı çalışmalarda artış gözlenmiştir (Du 
Bois ve ark., 2008). Bizim çalışmamızda VTA’da TH-
IR’sinde kronik ketamin uygulaması sonrası artış 
gözlenmiştir. Bu artış KİP grubunda NAcc’de 
gözlenen TH-IR artışıyla ve hiperlokomosyon 
bulgusu ile uyumludur. Çalışmamızda, belirlenen 
beyin bölgelerinde total dopaminerjik aktivite 
değerlendirilmiştir. Ekstraselüler dopamin 
seviyelerinin değerlendirildiği ek çalışmalara ihtiyaç 
vardır. 
 
Bu çalışma ketaminle indüklenen şizofreni 
modelinde JP-1302’nin etkisini inceleyen ilk çalışma 
olma özelliği taşımaktadır. Ayrıca subkronik ketamin 
uygulamasının TH-IR’si üzerindeki etkisini 
değerlendiren sayılı çalışmalardandır. Literatürde 
ketaminle indüklenen şizofreni modelinde dişi ve 
erkek sıçanların değerlendirildiği çalışma sayısı 
sınırlıdır. Çalışmamızda ketamin uygulamasının 
cinsiyetler arasındaki davranışsal farklılıkları 
değerlendirilmiştir. Çalışmanın kısıtlılıklarından biri 
pozitif kontrol grubunda tedavi olarak tipik 
antipsikotik seçilmiş olmasıdır. Tipik antipsikotiklerin 
negatif ve kognitif semptomlar üzerinde etkileri 
sınırlıdır. Bu semptomları değerlendirebilmek atipik 
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bir antipsikotik seçimi için daha uygun 
olacaktır. Nörotransmitter seviyeleri beyin 
dokusu homojenizasyonu sonrası 
değerlendirilmiştir. Bu nedenle hücre içi ve 
dışı nörotransmitter ayrımına 
gidilememiştir. Yapılacak mikrodiyaliz 
çalışmalarıyla yalnızca ekstraselüler 
nörotransmitter seviyeleri değerlendirilebilir.  
 
Sonuç olarak, bu çalışmanın sonuçları 
ketaminle indüklenen şizofreni modelinin 
hastalık patofizyolojisi ve antipsikotik tedavi 
araştırmalarında faydalı olabileceğini ve 
α2C-adrenoseptörleri hedef alan ilaçların 
şizofreninin tedavisinde umut verici ajanlar 
olabileceklerini göstermektedir. 
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