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Glukagon-Benzeri Peptitlerin (GLP)          

Anti-inflamatuar ve Antinosiseptif 

Aktivitelerinin Serotonerjik, Nitrerjik ve 

Opioiderjik Sistemlerle Değerlendirilmesi 

 

Duygun ALTINTAŞ AYKAN 
 
Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı, 
Kahramanmaraş 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 
 
Glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve 
glukagon benzeri peptit-2 (GLP-2) besin 
alımına yanıt olarak enteroendokrin-L 
hücrelerinden salıverilen hormonlardır. Her 
ikisi de proglukagonun posttranslasyon 
sonrası ürünleridir ve proteolitik bir enzim 
olan dipeptidil peptidaz-4 tarafından hızla 
yıkılırlar (Nerup ve ark., 2017). 
Glikoza bağımlı insülin salgılanmasını 
uyarması, pankreas ß hücrelerinin 
çoğalmasını sağlaması ve apoptoza direnç 
geliştirmesi nedeniyle GLP-1 ve analogları 
antidiyabetik tedavide kullanılmaktadır 
(Baggio ve Drucker, 2007). GLP-1 
reseptörleri, pankreatik adacıklar, trakea-
bronşiyal epitel hücreleri, beyin korteksi, 
hipokampus, dorsal kök gangliyonları, spinal 
dorsal boynuz, monositler, makrofajlar ve 
lenfositler gibi çok çeşitli dokularda eksprese 
edilirler (Baggio ve Drucker, 2007). Yapılan 
çalışmalar, GLP-1'in mast hücrelerinden 
alerjene bağlı histamin ve proinflamatuar 
sitokinlerin salıverilmesini inhibe ettiğini 
göstermiştir (Kagal ve ark., 2017). Akciğer 
inflamasyonunu, mukus aşırı sekresyonu ve 
hava yolu aşırı reaktivitesini baskılayıcı 
etkileri E-selektin, TNF-α, IL-4, IL-5 ve IL-13 
düzeylerini azaltmasına bağlanmaktadır. 
GLP-1 ayrıca bleomisinle indüklenen akciğer 
fibrozisinde makrofaj ve lenfositlerin 
infiltrasyonunu, TGF-β düzeyini ve fibrozisi 
azaltmaktadır. Ek olarak lipopolisakkarit 
kaynaklı hücre zarı geçirgenliğini, iNOS 
indüksiyonunu, eozinofil ile ilişkili IL-4, IL-8 ve 
IL-13 ekspresyonunu da azalttığı 
belirtilmektedir (Insuela ve Carvalho, 2017). 
Kriptik hücre proliferasyonunu uyaran,güçlü 
ve spesifik bir GİS büyüme faktörü olan GLP-
2 ise, enterositlerin emici yüzey alanında 
genişlemeye yol açmaktadır. Yara iyileşmesi 
ve mukozal inflamasyonda olumlu etkileri 
olduğu saptanmıştır (Bulut ve ark., 2004; 
Austin ve ark., 2015; Sigalet ve ark., 2007).  

GLP-2 reseptörleri enteroendokrin hücreler, 
subepitelyal miyofibroblastlar, submukozal ve 
myenterik pleksusta yerleşmiştir (Sigalet ve 
ark.,2007). GLP-2'nin hücresel proliferatif 
etkisinden insülin benzeri büyüme faktörü-1 
(IGF-1), epitelyal büyüme faktörü (EGF), 
vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), 
dönüştürücü büyüme faktörü-ß (TGF-ß) ve 
keratinosit büyüme faktörünün sorumlu 
olduğu belirtilmektedir (Bulut ve ark.,2004; 
Austin ve ark., 2015; Bulut ve ark., 2008). 
Mevcut bilgiler ışığında, özellikle diyabetik 
hastalarda nöropatik ağrıyı azaltıcı etkileri ile 
GLP-1 kullanımı önem taşıyabilmektedir. 
GLP-1 ile aynı şekilde ve aynı uyaranlarla 
salıverilen GLP-2 ise klinik kullanımda kısa 
bağırsak sendromu olan hastalarda 
endikasyon almıştır. GLP-2'nin nosiseptif 
davranış modulasyonunda potansiyel bir role 
sahip olabileceği muhtemeldir. Bu çalışmada, 
GLP-1 ve GLP-2’nin ağrı ve inflamasyon 
üzerindeki etkilerinin, termal ve kimyasal 
uyaranlarla indüklenen ağrı modellerinde 
araştırılması ve olası etkilerin serotonerjik, 
opioiderjik ve nitrerjik yolaklarla ilişkisinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Bu çalışma Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı’nda 
gerçekleştirilmiştir. Yerel etik kurul çalışmayı 
onaylamıştır (Etik Kurul Dosya: 2015/44, 
Tarih: 15/12/2015). 20-40 g ağırlığında balb/c 
fareler, 22°C sıcaklığında ve % 60±5 nem 
ortamında, 12 saatlik aydınlık/karanlık 
döngüsünde, yiyeceklere ve suya erişimin ad 
libitum olduğu ortamda barındırılmıştır. 
 
Kimyasal Ajanlar 
 
Glucagon-like peptide 1 fragment 7–37 
human 0.5 mg, GLP-2 1–33 rat / 
preproglucagon 126–158 / Glp 2 rat 1 mg, L-
NAME HCl ve nalokson HCl, Sigma-Aldrich 
firmasından satın alınmıştır. Ondansetron 
HCl (4 mg/2 ml) (Ondaren ampul®) ve 
Diklofenak (75 mg/3 ml) (Dikloron ampul®) 
eczaneden satın alınmıştır. GLP-1 ve GLP-2, 
steril salinde (% 0.9 NaCl) homojen olarak 
çözülmüştür, günlük taze olarak hazırlanarak 
intraperitoneal yolla farelere enjekte 
edilmiştir. L-NAME ve nalokson steril salin 
içinde homojen olarak çözülmüştür, sırasıyla 
10 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarında ve 
intraperitonal yolla enjekte edilmiştir.  
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Ondansetron ve diklofenak sırasıyla 0.1 
mg/kg ve 30 mg/kg dozlarında intraperitonal 
yolla enjekte edilmiştir. Formalin, steril salin 
ile % 10 oranında seyreltilerek 30 μL hacimde 
fare pençesine intraplantar olarak enjekte 
edilmiştir. Ondansetron serotonin 5-HT3 
reseptör blokörü, L-NAME nitrik oksit sentaz 
enzim inhibitörü, nalokson ise opioderjik 
reseptör antagonisti olması sebebiyle 
kullanılmıştır. 

Termal Ağrı Modeli (Hot Plate Testi) 
 
Bu çalışmada termal uyarıyla oluşan ağrı 
modeli olarak hot plate testi kullanılmıştır 
(Adzu ve ark., 2003). Daire şeklindeki metal 
yüzey, 55+0.5°C’ye kadar ısıtılmıştır. 
Antinosiseptif yanıt, farelerin ısıtılmış yüzeye 
yerleştirildikleri andan itibaren yüzeye değen 
pençesini yalama hareketi gibi ilk ağrı 
davranış belirtisi gözlenen zamana kadar 
ölçülen süre olarak ele alınmıştır. Aynı anda 
zamanlayıcı durdurularak fare hemen sıcak 
metal yüzeyden çıkarılmıştır. Farelerin doku 
hasarını önlemek için maksimum zamanlama 
30 sn olarak belirlenmiştir (cut-off değeri). 
Deney protokollerine başlamadan önce, 
farelerin bazal ağrı eşik süreleri ölçülmüştür. 
Antinosiseptif testler GLP-1 (0.05, 0.1, 0.2 
mg/kg dozları), GLP-2 (0.05, 0.1, 0.2 mg/kg 
dozları), diklofenak (30 mg/kg) ve salin 
(kontrol) enjeksiyonundan 5, 10, 15 ve 30 
dakika sonra yapılmıştır. Etki 
mekanizmalarını belirleyebilmek için 
Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 
mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) intraperitonal 
olarak enjekte edilmiştir. Hot plate testinde 
bazal ölçümlerdeki bireysel farklılıkları 
standardize edebilmek için, antinosiseptif 
veriler, maksimum olası etkinin yüzdesine (% 
MPE) dönüştürülerek değerlendirmeye 
alınmıştır (Brady ve Holtzman, 1982). 

Kimyasal Ajanla İndüklenen Ağrı Modeli 
(Formalinle İndüklenen İnflamasyon Testi) 
 

Bu çalışmada formalinle indüklenen 
inflamasyon modelinde, pençe hareketleri 
(pençe yalama ve sallama davranışı) ve 
formalin kaynaklı pençe ödemi ölçümleri 
değerlendirilmiştir. Modelleme, daha önce 
tarif edilen yönteme göre gerçekleştirilmiştir 
(Hajhashemi ve ark., 2009).  
Pençe sallama ve yalama sayısı inflamatuar 
ağrı yanıtı olarak ele alınmıştır.  

Pençe sallama ve yalama davranış aktivitesi 
iki ayrı dönemde ele alınmıştır: İlk periyod 
formalin enjeksiyonundan hemen sonra 
başlayan ve5 dakika süren erken akut 
(nörojenik faz); ikinci periyod ise formalin 
enjeksiyonundan 20 dakika sonra başlayan 
ve 40.dakikaya kadar süren geç tonik 
(inflamatuar faz) olarak incelenmiştir. 
Farelerin bazal olarak bilateral pençe çapı 
kalınlığı formalin enjeksiyonundan hemen 
önce ölçülmüştür. Daha sonra, GLP-1 (0.05, 
0.1, 0.2 mg/kg dozları), GLP-2 (0.05, 0.1, 0.2 
mg/kg dozları) veya salin (kontrol) 
intraperitonal yoldan enjekte edilmiştir. İlaç 
enjeksiyonlarından hemen sonra, 30 μL 
hacminde % 10’luk seyreltilmiş olan formalin 
çözeltisi subkutan olarak pençe içine 
intraplantar yolla enjekte edilmiştir. Formalin 
enjeksiyonunu takiben temel davranış 
parametreleri olan hayvanın pençesini 
sallama veya yalama hareketleri monitorize 
edilmiştir. Fareler 0-5 dakika ve 20-40 dakika 
arasındaki periyodlarda pençe yalama ve 
sallama sayılarını kaydetmek üzere izleme 
alınmıştır. Formalin enjeksiyonundan 1 saat 
sonra pençe ödemindeki değişimleri 
belirlemek için pençe çapları yeniden 
ölçülmüştür. Pençe çaplarındaki formaline 
bağlı artış, inflamatuar yanıt olarak ele 
alınmıştır. GLP’lerin anti-inflamatuar etki 
mekanizmalarını saptayabilmek için 
ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 
mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) intraperitonal 
yoldan enjekte edilmiş ve deneyler 
tekrarlanmıştır. 
 
Lökomotor Aktivite Ölçümü (Rotarod 
Testi) 
 
GLP moleküllerinin motor yanıtları bozabilme 
olasılığı göz önüne alındığında, formalin 
testine yanıt vermede pençe hareketleri 
objektif olarak değerlendirilmelidir. Bu 
nedenle, GLP moleküllerinin farelerde 
lökomotor fonksiyonları ve motor aktiviteyi 
bozmadığını göstermek gereklidir. GLP-1 ve 
GLP-2'nin lökomotor fonksiyonlar üzerinde 
inhibitör etkisi olup olmadığını 
değerlendirmek için rotarod testi 
uygulanmıştır. Rotarod testinde öncelikle 
farelere üçer kez eğitim uygulanmış ve daha 
sonra fareler cihaza 10 rpm sabit hızda 
yerleştirilerek ölçümleri alınmıştır. GLP’lerin 
lökomotor aktivite ve kan şekeri modülasyonu 
üzerindeki etkilerini araştırmak için üçer grup 
(grup 1: GLP-1 0.2 mg/kg, grup 2: GLP-2 0.05 
mg/kg, grup 3: salin) oluşturulmuştur.  
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Fareler öncelikle herhangi bir ilaç enjeksiyonu 
olmadan rotarod testine tabi tutulmuştur. Kan 
şekeri seviyeleri, egzersizi izleyen 1. 
dakikada ölçülmüştür (ilaç-öncesi glikoz 
seviyeleri). İlaçlar (GLP-1 0.2 mg/kg, GLP-2 
0.05 mg/kg, salin) 30 dakika sonra enjekte 
edilmiştir. Bu enjeksiyonlardan sonra, fareler 
rotarod üzerine tekrar 10 rpm sabit hızla 
konulmuştur ve kan şekeri seviyeleri 
egzersizi izleyen 1. dakikada yeniden 
ölçülmüştür (ilaç-sonrası glikoz seviyeleri). 
 
Egzersiz Öncesi ve Sonrası Kan Glukoz 
Düzeyi Ölçümü 
 
GLP-1'in antidiyabetik etkileri bilindiğinden 
dolayı, GLP moleküllerinin enjeksiyonunu 
takiben farelerde oluşabilecek hipoglisemi, 
farelerin davranışsal hareketlerini 
değiştirebilir, dolayısıyla bu durum objektif 
olarak değerlendirilmelidir. GLP bileşiklerinin 
hot plate testinde pençe çekme süresini ve 
formalin testindeki davranış sayılarına 
hipoglisemik etkisinin katkısı olup olmadığını 
değerlendirmek için rotarod testinden sonra 
kan glukoz düzeyleri ölçümleri yapılmıştır. 
Kan glukoz düzeyleri farelerin kuyruğundan 
glukometre (OneTouch Select ölçüm cihazı, 
stripler, LifeScan, Fransa) ile ölçülmüştür.  
 
İstatistiksel Analiz 
 
Verilerin dağılımı Kolmogrov Smirnov testi ile 
değerlendirilmiştir. Normal dağılıma uyan 
çoklu grup analizinde tek yönlü ANOVA testi 
uygulanmıştır, bu grupların post hoc analizde 
Tukey Honesty-B testi kullanılmıştır. Normal 
dağılıma uymayan çoklu grup analizinde 
Kruskal Wallis testi uygulanmıştır, bu 
grupların post hoc analizinde Mann-Whitney 
U testi kullanılmıştır. Hot plate testi için % 
MPE değerleri hesaplanmıştır. Rotarod testi 
ve kan şekeri ölçüm analizlerinde bağımlı 
gruplar için Wilcoxon Rank testi yapılmıştır. 
Tüm analizler % 95 güven aralığında 
yapılmıştır ve anlamlılık değeri olarak p<0.05 
alınmıştır. Verilerin istatistik analizleri için 
SPSS17.0 istatistik programı kullanılmıştır. 
 
BULGULAR 
 
GLP-1 ve GLP-2'nin Hot Plate Testinde 
Antinosiseptif Aktiviteleri 
 
Ağrı deneylerimizde hot plate testinde pozitif 
kontrol olarak diklofenak kullanılmıştır.  

GLP bileşiklerinin optimal analjezik dozuna 
karar verebilmek için ise, her bir bileşiğin üç 
ayrı dozu (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) 
denenmiştir. GLP-1 0.05 mg/kg dozunda 10. 
dakikada ağrı eşiğinde düşmeye neden 
olmuştur. Bununla birlikte, GLP-1 0.2 mg/kg 
dozunda, GLP-2 0.2 mg/kg dozunda ve 
diklofenak (30 mg/kg) 30. dakikada ağrı 
eşiğini kontrol grubuna göre anlamlı olarak 
arttırmıştır. GLP-2 0.05 mg/kg dozu ise ağrı 
eşiğinde yükselme eğilimi göstermiştir (Tablo 
1). Bu dozlardaki akut antinosisepsiyon 
yanıtlarımıza dayanarak, antagonist ajanlarla 
sonraki protokollerimizde ve kronik 
enjeksiyonlarda GLP-1 ve GLP-2'nin 
minimum etkin dozlarıyla (GLP-1 için 0.2 
mg/kg ve GLP-2 için 0.05 mg/kg) deney 
protokollerimiz devam etmiştir. GLP-1 (0.2 
mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg) 14 gün 
boyunca kronik enjeksiyonu takiben, 10, 15 
ve 30. dakikada ağrı eşiğini kontrol grubuna 
göre anlamlı olarak arttırmıştır (Tablo 2). 
 
GLP-1 ve GLP-2'nin Formalin Testinde 
Anti-İnflamatuar Aktiviteleri 
 
GLP-1 0.2 mg/kg dozunda, formalin kaynaklı 
pençe sallama ve yalama hareketlerini 
nörojenik fazda (faz I) ve inflamatuar fazda 
(faz II) anlamlı olarak azaltmıştır (Şekil 1). 
GLP-2 0.2 mg/kg dozunda, formalin kaynaklı 
pençe sallama ve yalama hareketlerini her iki 
fazda anlamlı olarak azaltmıştır. GLP-2 0.05 
mg/kg ve 0.1 mg/kg dozunda ise, formalin 
kaynaklı pençe sallama hareketlerini her iki 
fazda azaltmıştır (Şekil 2). Bununla birlikte, 
GLP-1 ve GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 
mg/kg dozlarında) formalin kaynaklı ödem 
ölçümlerinde anlamlı bir azalma 
göstermemiştir. 
Bu bulgulara dayanarak, formalin testinin 
devamında, sonraki protokollerimizde ve 
kronik uygulamalarda GLP-1 ve GLP-2’nin 
minimum etkili dozları olan sırasıyla 0.2 
mg/kg ve 0.05 mg/kg dozları ile çalışmamıza 
devam edilmiştir. GLP-1 0.2 mg/kg dozunda 
ve GLP-2 0.05 mg/kg dozunda 14 gün 
boyunca kronik enjeksiyonu takiben, formalin 
kaynaklı yalama ve sallama davranışını 
nörojenik fazda (faz I) ve inflamatuar fazda 
(faz II)  anlamlı olarak azaltmıştır (Tablo 3). 
14 günün sonunda, GLP-1 ve GLP-2 formalin 
kaynaklı ödem ölçümlerinde anlamlı bir 
azalma göstermemiştir (Tablo 4). 
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Tablo 1: İntraperitoneal olarak enjekte edilen GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg ve 0.2 mg/kg) ve 
GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg ve 0.2 mg/kg)’nin hot plate testindeki MPE değerleri. 
“a” diklofenak ve GLP-1 (0.2 mg/kg) arasındaki; “b” diklofenak ve GLP-2 (0.05 mg / kg) arasındaki 

kıyaslamayı göstermektedir. GLP-1 (0.2 mg/kg), GLP-2 (0.2 mg/kg) ve diklofenak 30. dakikada 

ağrı eşiğini kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırmıştır (p<0.05).  
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Tablo 2: 14 gün boyunca uygulanan GLP-1 (0.2 mg / kg) ve GLP-2'nin (0.05 mg / kg) hot plate 
testindeki MPE değerleri 
p değerleri salin grubu ile kıyaslanarak hesaplanmıştır. GLP molekülleri, 10, 15 ve 30. dakikada 
ağrı eşiğini kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırmıştır (p<0.05).
 
 
 

 

 

 
 

Şekil 1: GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg ve 0.2 mg/kg)'in formalin testindeki pençe yalama ve 
sallama davranışları sayıları 
* salin grubu ile anlamlı farkı belirtmektedir. GLP-1 0.2 mg/kg dozunda, formalin kaynaklı pençe 

hareketlerini faz I ve faz II’de anlamlı olarak azaltmıştır (p<0.05). 
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Şekil 2: GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg ve 0.2 mg/kg)'in formalin testindeki pençe yalama ve 
sallama davranışları sayıları 
* salin grubu ile anlamlı farkı belirtmektedir. GLP-2 0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg ve 0.2 mg/kg 

dozlarında, formalin kaynaklı pençe sallama hareketlerini her iki fazda azaltmıştır (p<0.05). 

 
 
Tablo 3: 14 gün boyunca enjekte edilen GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg)’nin formalin 
testindeki pençe yalama ve sallama davranışları sayıları 
p1, GLP-1 (0.2 mg/kg) ve salin arasındaki istatistiksel farkı belirtmektedir. p2, GLP-2 (0.05 mg/kg) 
ve salin arasındaki istatistiksel farkı belirtmektedir. GLP molekülleri, pençe hareketlerini Faz I ve 
faz II’de anlamlı olarak azaltmıştır (p<0.05). 
 

 
 
Tablo 4: Formalin testinde GLP-1 (0.2 mg/ kg) ve GLP-2'den (0.05 mg/kg) sonra formalin 
kaynaklı pençe ödemi çaplarındaki farklılıklar



11 
 

GLP-1 ve GLP-2'nin Lökomotor Aktivite ve 
Kan Şekeri Seviyelerine Etkileri  
 
GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg) 
'nin lökomotor aktivite ve kan şekeri 
modülasyonü üzerine etkilerini araştırmak 
için üç grup (grup 1: GLP-1 0.2 mg/kg, grup 
2: GLP-2 0.05 mg/kg, grup 3: salin) 
oluşturulmuştur.  Fareler önce herhangi bir 
enjeksiyon yapılmadan rotarod testine tabi 
tutulmuştur. Tüm fareler rotarod üzerinde 
eğitim ile beklenen performansı göstermiştir. 
Kan glikoz seviyeleri egzersizi takiben 
1.dakikada (ilaç öncesi glikoz seviyeleri) 
ölçülmüştür. 30 dakika sonra ilaçlar (GLP-1 
0.2 mg/kg, GLP-2 0.05 mg/kg, salin) enjekte 
edilmiştir. Enjeksiyon sonrasında, fareler 
tekrar 10 rpm sabit bir hızda rotarod üzerine 
yerleştirilmiştir. Tablo 5'te gösterildiği gibi 
GLP-1 ve GLP-2 rotarod testinindeki 
performansı bozmamıştır. Kan glikoz 
seviyeleri egzersiz sonrası 1. dakikada (ilaç 
sonrası glikoz seviyeleri) her üç grupta 
yeniden ölçülmüştür. Kan şekeri ölçümlerinin 
ilaç öncesi ve ilaç sonrası değerleri Tablo 5’te 
gösterilmiştir. GLP-2 (0.05 mg/kg) ve salin 
sonrası kan şekeri seviyeleri anlamlı olarak 
artmıştır (p <0.05), oysa GLP-1 (0.2 mg/kg) 
enjeksiyonundan sonra kan şekeri 
seviyelerindeki artış istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmamıştır. 
 

Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 
mg/kg), nalokson (5 mg/kg) ve GLP'ler 
Arasındaki Etkileşimler 
 
GLP-1 ve GLP-2'nin minimum etkili dozları 
(sırasıyla 0.2 mg/kg ve 0.05 mg/kg), hot plate 
testinde ondansetron (0.1 mg/kg), L-
NAME(10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) ile 
enjeksiyondan 30 dakika sonra enjekte 
edilmiştir. Ağrı eşikleri farenin arka pençe 
yalama davranışına kadar geçen süre olarak 
kaydedilmiştir. Antinosiseptif testler GLP-1 
(0.2 mg/kg), GLP-2 (0.05 mg/kg) ve salin 
(kontrol) enjeksiyonundan 5, 10, 15 ve 30 
dakika sonra yapılmıştır. 15. dakikada L-
NAME (10 mg/kg); 30. dakikada ondansetron 
(0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 
mg/kg) antinosiseptif cevapta anlamlı düşme 
oluşturmuştur. Yine hot plate testinde, 
ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 
mg/kg), nalokson (5 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 
mg/kg) arasındaki etkileşimlerin sonuçlarında 
ise,  ondansetron (0.1 mg/kg) ve nalokson (5 
mg/kg) ile 30.dakikada antinosisepsiyonda 
anlamlı düşme elde edilmiştir (Tablo 6). 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
Tablo 5: Rotarod testinin sonuçları ve kan glukoz düzeyleri sonuçları. Anlamlılık, salin ve 
GLP-2 sonrası glukoz düzeylerinde görülmüştür (p<0.05). 
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Tablo 6: Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) enjeksiyonu 

sonrası uygulanan GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg)’nin hot plate testinde MPE 

değerleri. 15. dakikada L-NAME; 30. dakikada ondansetron, L-NAME, nalokson GLP-1’in 

antinosiseptif cevabında anlamlı düşme oluşturmuştur(p<0.05). 30.dakikada ondansetron ve 

nalokson GLP-2’nin antinosiseptif cevabında anlamlı düşme oluşturmuştur(p<0.05). 

GLP-1 ve GLP-2'nin minimum etkili dozları 
(sırasıyla 0.2 mg/kg ve 0.05 mg/kg) formalin 
testinde ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME 
(10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) ile 
enjeksiyondan 30 dakika sonra enjekte 
edilmiştir. Farelerin bazal pençe çapları 
ölçülmüştür. 5 dakika sonra, formalin sol 
pençe içine intraplantar olarak enjekte 
edilmiştir.  
Fareler 0-5 ve 20-40 dakikalık periyotlarda 
izlenerek bu periyotlardaki pençe yalama ve 

sallama davranışları kaydedilmiştir. Pençe 
sallama sayısında nalokson ile GLP-1 
tedavisi sonrası nörojenik fazda (0-5 dakika 
arası) anlamlı bir artış olmuştur (Şekil 3).  
Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 
mg/kg), nalokson (5 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 
mg/kg) arasındaki etkileşim sonuçlarında, L-
NAME ile GLP-2 tedavisi sonrası her iki fazda 
pençe yalama ve sallama davranışlarında 
anlamlı bir azalma bulunmuştur (Şekil 4). 
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Şekil 3: Ondansetron (0.1 mg/kg), LNAME (10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) enjeksiyonu sonrası 
uygulanan GLP-1 (0.2 mg/kg)’in formalin testindeki sonuçları. *GLP-1 (0.2 mg/kg) grubu ile anlamlı 
farkı belirtmektedir. a, GLP-1 (0.2 mg/kg) ve salin arasındaki anlamlı farkı belirtmektedir. Nalokson ile 
faz I’de GLP-1’in anti-inflamatuar cevabında pençe sallama hareketleri artmıştır (p<0.05). 

 
Şekil 4: Ondansetron (0.1 mg/kg), LNAME (10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) enjeksiyonu 
sonrası uygulanan GLP-2 (0.05 mg/kg)’nin formalin testindeki sonuçları. *GLP-2 (0.05 mg/kg) 
grubu ile anlamlı farkı belirtmektedir. a, GLP-2 (0.05 mg/kg) ve salin arasındaki anlamlı farkı 
belirtmektedir.  L-NAME ile her iki fazda GLP-2’nin anti-inflamatuar cevabında pençe hareketleri 
azalmıştır (p<0.05). 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Bu çalışmada GLP-1 ve GLP-2'nin 
antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkileri, 
farelerde termal ve kimyasal nosiseptif ağrı 
ve inflamasyon modellerinde analiz edilmiştir. 
Ayrıca GLP-1 ve GLP-2'nin motor hareketlere 
veya kan glukoz düzeylerindeki 
dalgalanmalara olabilecek katkılarının, ağrı 
yanıtlarına etkisini değerlendirmek için 
rotarod testi ve kan glukoz düzeyi ölçümleri 
yapılmıştır. GLP moleküllerinin lökomotor 
aktivitenin inhibisyonuna ve anlamlı 
hipoglisemik etkiye yol açmadan 
inflamasyonu ve ağrıyı baskılayabildiği 
saptanmıştır. 
Ağrıyı indüklemek için termal uyaran 
kullanılan hot plate testi, fazik supraspinal 
refleks aktiviteyi değerlendirmede sıklıkla 
kullanılmaktadır. Santral etkili analjezik 
ilaçların değerlendirilmesinde yararlı bir 
teknik olarak önerilmiştir (İsmail ve ark., 
2016). Bu nedenle, bu çalışmada supraspinal 
refkes aktiviteyi gözlemlemek için hot plate 
testi seçilmiştir. İnflamasyon testinde 
kullandığımız kimyasal ajan olan formalin, 
inflamatuar ağrının davranışsal skorlama ile  
değerlendirilmesine olanak tanımaktadır. 
Formalin testi geçerli ve güvenilir bir 
nosisepsiyon ve inflamatuar ağrı modeli 
olarak bildirilmektedir (Shibata ve ark.,1989). 
Formalin esas olarak geçici reseptör 
potansiyel iyon kanalları ailesinden geçici 
reseptör potansiyel ankirin 1  
(TRPA1) yoluyla aktivite göstermektedir 
(Macpherson ve ark.,2007). Kemirgenlerde, 
formalin testinin erken akut (nörojenik) fazı, 
C-fiber nosiseptörlerin doğrudan uyarılması 
ile ilişkilidir ve lokal anesteziklere duyarlı 
olduğu belirtilmiştir. Geç tonik (inflamatuar) 
faz ise hem lokal inflamatuar mekanizmaları 
hem de spinal dorsal boynuzdaki prosesi 
içerir. Bu ikinci aşamanın opioidlere, steroid 
veya steroidal olmayan anti-inflamatuarlara, 
N-metil-D-aspartat antagonistlerine ve 
gabapentine cevap verdiği belirtilmiştir 
(Barrot, 2012). Spinal dorsal boynuz uniteleri, 
formaline duyarlılıkta opioid uygulaması 
sonrası bloke olmaktadır. Oysa supraspinal 
ünitelerde yer alan preoptik bölge, raphe 
nuklei ve bulboretiküler formasyonun 
formaline yanıtı, spinal bölgeler kadar 
olmamaktadır (Tjølsen ve ark., 1992). Ayrıca 
formalin enjeksiyonu sonrası spinal kordda 
substans P ve eksitatör aminoasitlerin arttığı 
saptanmıştır (Tjølsen ve ark., 1992). 
Çalışmadaki sonuçlarımıza göre, 0.2 mg/kg 
dozunda GLP-1'in ve 0.05 mg/kg dozunda 

GLP-2’nin formalinin nörojenik (erken) ve 
inflamatuar (geç) fazlarında kimyasal olarak 
indüklenen ağrı yanıtı davranışlarında 
anlamlı olarak baskılayıcı olduğunu 
göstermiştir. Bu nedenle, GLP-1 (0.2 mg/kg) 
veGLP-2 (0.05 mg/kg)’nin formalin testinde 
erken fazda nosiseptörleri inhibe ettiğini ve 
geç fazda lokal inflamatuar yanıtları ve spinal 
dorsal boynuzda santral prosesi baskıladığı 
düşünülmüştür. Ayrıca, GLP-10.2 mg/kg 
dozunda ve GLP-2 0.2 mg/kg dozunda hot 
plate testinde 30. dakikada ağrı eşiğinde artış 
göstermiştir. Yani GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-
2 (0.2 mg/kg) hot plate testinde supraspinal 
refleks yanıtlarını anlamlı düzeyde 
baskılamıştır. Ancak, bileşikler, formalin 
kaynaklı pençe ödemlerinde anlamlı inhibitör 
etki göstermemiştir. İntraplantar formalin 
enjeksiyonunu takiben pençe ödeminde 
anlamlı bir fark bulunmaması, GLP-1 ve GLP-
2'nin geç (inflamatuar) fazda etkili anti-
inflamatuar etkiyi göstermediği  yönünde 
düşündürmüştür (Tjølsen ve ark.,1992). Bu 
nedenle, GLP-1 ve GLP-2'nin ağrı yanıtını 
baskılaması, formalin testinin erken 
safhasında direkt nosiseptif aracılıklı 
antinosiseptif etki ve hot plate testinde 
supraspinal refleks yanıtları baskılaması ile 
açıklanabilmektedir. 
GLP-1 ve GLP-2'nin antinosiseptif ve anti-
inflamatuar yolaktaki etki mekanizmalarını 
incelemek için referans ajanlar olarak 
ondansetron, L-NAME ve nalokson 
kullanılmıştır. Antinosiseptif etki 
mekanizmasını değerlendirebilmek için, akut 
çalışmada elde edilen minimum etkin GLP-1 
ve GLP-2 dozları (sırasıyla 0.2 mg/kg ve 0.05 
mg/kg) hot plate testinde ondansetron, L-
NAME ve nalokson uygulamasından 30 
dakika sonra enjekte edilmiştir. Ağrı yanıtları, 
izleyen 5., 10., 15. ve 30.dakikada 
kaydedilmiştir. İnflamasyon üzerindeki etkileri 
değerlendirmek için, akut çalışmada elde 
edilen minimum etkin GLP-1 ve GLP-2 
dozları (sırasıyla 0.2 mg/kg ve 0.05 mg/kg) 
formalin testinde ondansetron, L-NAME ve 
nalokson uygulamasından 30 dakika sonra 
enjekte edilmiştir. 5 dakika sonra formalin sol 
pençe içine intraplantar yolla enjekte 
edilmiştir. Fareler 0-5 ve 20-40 dakikalık 
periyotlarda izlenmiştir.  
Davranış yanıtları ve pençe ödemi 
değişiklikleri serotonerjik, nitrerjik ve 
opioiderjik yolaklar çerçevesinde 
değerlendirilmiştir. Bu yolaklar, daha önceki 
çalışmalarda nosisepsiyon, ağrı ve 
inflamasyon davranış modellerini içeren 
deneylerde çok iyi tanımlanmıştır (Avila-
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Rojas ve ark.,2015). Ondansetron ve 
nalokson sonrası ölçümlerde 30.dakikada 
GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg) 
enjeksiyonu ile antinosisepsiyonda önemli bir 
azalma oluşmuştur. Bu durum, serotonin ve 
opioid reseptör blokajının ağrı eşiğini 
düşürdüğünü, GLP moleküllerinin 
antinosiseptif etkisinde serotonerjik ve 
opioiderjik yolakların aracı olabileceğini 
düşündürmektedir. Daha önceki çalışmalar, 
enterik 5-HT'nin inflamasyonda çeşitli rollere 
sahip olduğunu göstermektedir (Shajib ve 
ark., 2017). Mukozal 5-HT, pro-inflamatuar 
medyatör gibi davranarak immün hücrelerin 
aktivasyonunu düzenlemekte ve sitokin 
salıverilmesini indüklemektedir. İnsan ve 
hayvan çalışmaları, enterik 5-HT'nin 
inflamasyonda gözlenen gastrointestinal 
motilite değişimlerinde önemli etkileri 
olduğunu, bununla birlikte, inflame barsakta 
immün aracılı değişikliklerde aynı molekülün 
ikili fonksiyon gösterdiğini belirtmektedir 
(Shajib ve ark.,2017). Serotoninin, 
ondansetron tarafından antagonize edilen 5-
HT3 reseptör aktivasyonu yoluyla primer 
afferent sinir uçlarını uyardığı (Miranda ve 
ark., 2006), ve analjezik etkisinin omurilik 
seviyesinde 5-HT1B/D reseptörleri ile modüle 
edildiği gösterilmiştir (Sommer, 2006). 
Yapılan çalışmalar, 5-HT1A, 5-HT1B/D ve 5-
HT5 reseptörlerinin aktivasyonuyla cAMP’nin 
azalması, K+ kanallarının aktivasyonu, ve 
neticesinde pre ve postsinaptik nöronlarda 
hiperpolarizasyon sonucu antiallodinik etkiler 
oluştuğunu bildirmektedir. Öte yandan, spinal 
5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT6 ve 5-HT7 
reseptörlerinin aktivasyonlarının ise 
pronosiseptif etkili oldukları bildirilmiştir 
(Avila-Rojas ve ark.,2015). 
L-NAME ve ondansetron enjeksiyonu sonrası 
uygulanan GLP-2, formalin testinde erken ve 
geç evrelerde ağrı davranışlarını anlamlı 
ölçüde azaltmıştır. Bu bulgulara göre, GLP-
2'nin anti-inflamatuar etkisinde formalinin 
doğrudan nosiseptörleri uyardığı erken evre 
ve spinal dorsal boynuzdaki prosesleri içeren 
geç faz, nitrerjik ve serotonerjik reseptör 
blokajıyla doğrudan ilişkili değildir. L-NAME'in 
inflamasyon üzerindeki etkisi bu çalışmada 
önceki çalışmalarla tutarlı bulunsa da, 
NO’nun ağrı üzerinde inhibitör ve/veya 
promotor olması ile ilişkili periferik 
mekanizmalar karışıktır. NOS inhibitörlerinin 
antinosiseptif etkileri olduğunu ve NO-cGMP 
yolağının nosiseptif uyaranın supraspinal 
transmisyonunda rol aldığını bildiren 
çalışmaların yanısıra, NO donorlerinin 
antinosisepsiyon oluşturduğunu belirten 

çalışmalar da mevcuttur. Dolayısıyla NO-
cGMP yolağı hem nosiseptif hem 
antinosiseptif özellikleriyle incelenmektedir 
(Kawabata ve ark.,1994). 
Formalin testinde nörojenik (erken) fazda 
nalokson sonrası GLP-1 ile nosiseptif 
cevapta anlamlı bir artış saptanmıştır. Bu 
durum, GLP-1'in formalin testinde erken 
fazda nosiseptörleri inhibe etmesinin opioid 
reseptörleri ve/veya opioid yolağıyla ilişkili 
olabileceğini göstermektedir. 
Çalışmamızdaki GLP-1'in opioiderjik yolak ile 
ilişkili etkisi önceki çalışmalarla uyumlu 
bulunmuştur (Fan ve ark.,2015; Gong ve ark., 
2014). Gong ve ark, GLP-1'in spinal β-
endorfinin salınımını arttığını, GLP-1R’nin 
spinal dorsal boynuzda β-endorfin ile ilişkili 
ağrı inhibisyonu yaptığını belirtmektedir 
(Gong ve ark., 2014). Fan H ve ark, GLP-1R 
agonisti olan WB4-24’ün spinal 
mikroglialardan  β-endorfin salıverilmesini 
stimüle ederek nosisepsiyonu bloke ettiğini 
tespit etmiştir (Fan ve ark.,2015). 
Çalışmamızda opioid blokajı ile ilişkili olarak, 
spinal dorsal boynuz (geç faz) prosesi ile 
ilişkili ağrı davranışında artış olmasına 
rağmen bu sonuç anlamlı bulunmamıştır. 
Çalışmamızda farelerin deneysel ağrı ve 
inflamasyon modellerinde davranışsal 
yanıtları, ajanlara kör araştırmacılarla 
gerçekleştirilmiştir. Her deneysel model ve 
protokol aynı araştırmacılar tarafından günün 
aynı saatinde ve aynı oda sıcaklığında 
uygulanmıştır. Bu çalışmada opioiderjik, 
serotonerjik ve nitrerjik yolaklardaki 
reseptörlerin kantitatif analizinin ve 
regülasyonlarının verifiye edilememesi 
çalışmamızın en önemli kısıtlıklıklarıdır. Öte 
yandan, bulgularımızı güçlendirmek için 
rotarod testi yapılarak GLP bileşiklerinin 
lökomotor aktivite üzerinde inhibe edici 
aktiviteye sahip olup olmadıkları 
değerlendirilmiştir. GLP moleküllerinin motor 
yanıtları bozabilme olasılığı göz önüne 
alındığında, formalin testine yanıt vermede 
pençe hareketleri objektif olarak 
değerlendirilmelidir. Bu nedenle, GLP 
moleküllerinin lökomotor fonksiyonlar ve 
motor aktiviteyi bozmadığını göstermek 
gereklidir. Rotarod testinde, her iki GLP 
bileşiğiyle ilaç öncesi ve sonrası lökomotor 
aktiviteleri arasında anlamlı fark 
bulunmamıştır. Önceki çalışmalarda, Iwai ve 
ark bulgularımıza benzer şekilde, GLP-2'nin 
zorlu yüzme testinde immobilizasyon süresini 
azalttığını, ancak lökomotor aktiviteyi 
değiştirmediğini göstermiştir (Iwai ve 
ark.,2009).  
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Bu bulgular ağrı yanıtındaki azalmanın 
lökomotor aktivitenin inhibisyonu ile ilişkili 
olmadığını göstermektedir. 
Ayrıca, GLP-1'in antidiyabetik etkileri 
bilindiğinden dolayı, GLP moleküllerinin 
enjeksiyonunu takiben farelerde oluşabilecek  
hipoglisemi, farelerin davranışsal 
hareketlerini değiştirebilir, dolayısıyla bu 
durum objektif olarak değerlendirilmelidir. 
Dolayısıyla egzersiz öncesi ve sonrası 
farelerin kan şekeri düzeyleri periyodik olarak 
ölçülmüştür. Çalışmamızda, kan glikoz 
düzeyi ölçümleri farelerin kuyruğundan 
kapiller glikoz düzeyleri ile değerlendirilmiştir. 
Rotarod egzersizinden sonra, salin ve GLP-2 
grubunda ilaç sonrası kan glukozu düzeyleri 
ilaç öncesi ile karşılaştırıldığında anlamlı 
olarak artmıştır. Rotarod testi sonrası bakılan 
kan glukozundaki bu artış, egzersiz sırasında 
vücudun metabolik ihtiyaçlarını karşılamak 
için hepatik glukoneogenezin bir sonucu 
olarak glikozun kana salıverilmesi ile ilgili 
olduğu düşünülmüştür. Yüksek yoğunluklu 
egzersiz sırasında, karaciğerden glikoz 
salıverilmesi artarak arteriyel glikozda artışa 
neden olmaktadır (Trefts ve ark.,2015). Öte 
yandan GLP-1'in glikoz düzeylerine etkisinde 
anlamlı bir düşüş bulunamamıştır, çünkü 
GLP-1 kan şekeri seviyelerini sadece 
diabetes mellitus gibi yüksek kan şekeri 
koşullarında düşürdüğü belirtilmektedir. 
Palleria ve ark rotarod testinden önce ve 
sonra uyguladıkları GLP-1 analogu 
enjeksiyonunun diyabetik olmayan farelerde 
kan glikozu üzerine önemli bir etkisi 
olmadığını bildirmiştir (Palleria ve ark.,2017). 
Bu bulgular GLP bileşiklerinin normoglisemik 
farelerde önemli hipoglisemik etkiye neden 
olmadığını göstermektedir. 
Sonuç olarak, çalışmamızda GLP-1 ve GLP-
2'nin akut ve kronik enjeksiyonlardan sonra 
antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkileri 
olduğu gösterilmiştir. Bu bulgular GLP-1'in 
antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkilerinin 
opioiderjik sistemle ilişkili olabileceğini 
göstermektedir.  
GLP-2'nin antinosiseptif etkisi hot plate 
testinde kısmen5-HT3 serotonerjik veya 
opioiderjik sistemle ilişkili olabilmekle 
beraber, GLP-2'nin anti-inflamatuar etkisi 5-
HT3, NO veya opioidlerle doğrudan ilişkili 
bulunmamıştır. 
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Ön Kol Yüzeyel Mikrovasküler Kan 

Dolaşımının Lazer Doppler Yöntemi ile 

Ölçülmesi ve Koroner Arter Hastalarının 

Ölçümlerinin Karşılaştırılması 

Edip Güvenç ÇEKİÇ 

Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi, Tıp 
Fakültesi, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 
Muğla 

GİRİŞ VE AMAÇ  

Mikrovasküler kan dolaşımı 150 mikrometre 
çapından daha küçük arteriol, kapiller ve 
venülleri içermektedir (1). Mikrovasküler kan 
dolaşımı, lazer Doppler sistemi ile invaziv 
olmayan bir şekilde kolayca ulaşılabilir ve 
tekrarlanabilir bir şekilde gösterilebilmektedir 
(1, 2). Lazer Doppler sisteminin temel tekniği, 
gönderilen bir lazer ışığı demetinin geri 
yansımasındaki değişimin ölçülmesine 
dayanmaktadır (1, 2). Gönderilen lazer ışığı 
demetinin dalga boyu, mikrovasküler 
dokudaki hareketli eritrositlerin hızı ve 
yoğunluğu ile ilişkili bir şekilde Doppler 
dalgası kayması yaratır (1,-3). Doppler 
kayması şeklinde ölçülen bu birim, doku kan 
akımını direkt olarak göstermemektedir 
ancak eritrositlerin yoğunluğu ve hızı ile ilişkili 
bir perfüzyon endeksi birimi “flux” olarak 
adlandırılmaktadır (2, 3). Mikrovasküler 
dolaşımın lazer Doppler sistemi ile 
gösterilmesi için ölçülen alanın yetersizliği, 
ortam sıcaklığı, deri rengi ve benzeri pek çok 
değişken tarafından etkilenebilen hassas 
ölçümleri yüzünden uzun yıllardır bilinen bir 
metod olmasına rağmen kabul gören bir 
standart oluşturulamamıştır (2). Bunun 
yanında bazı uyaranlara  (oklüzyon, ısıtma 
veya iyontoforez gibi) verilen reaktif 
mikrovasküler yanıt değişikliklerinin 
kaydedilmesi tercih edilmektedir (1, 2). 
Mikrovasküler kan dolaşımının sıcaklık veya 
stress gibi değişikliklere verdikleri yanıtta, kan 
akımının nöral kontrol mekanizmaları 
(özellikle sempatik vazokonstriktörler) ve 
lokal kan akımı kontrol mekanizmaları rol 
oynamaktadır (1, 2, 4). Mikrovasküler kan 
dolaşımının nöral kontrolü sırasında sempatik 
sinir liflerinden salıverilen noradrenalinin 
önemli bir rolü vardır (4). Nöral olarak 
salıverilen vazokonstriktörlerin yanında 
kalsitonin geni ilişkili peptidin de salıverildiği 
bilinmektedir (1, 2). Nöral mediatörler dışında 
kan akımının düzenlenmesi ile ilişkili olarak 
endotel hücrelerinden lokal olarak salıverilen 
nitrik oksit ve prostasiklin de rol oynamaktadır 
(1, 2, 4). Nitrik oksit ve prostasiklin dışında 

kalan, endotel aracılı hiperpolarize edici 
faktörlerin de lokal kan akımının 
düzenlenmesinde rolleri olduğu gösterilmiştir 
(5). Bunun dışında CYP 2C9 ve 2C19 
inhibitörü olan flukonazol’un mikrovasküler 
kan akımlarını değiştirici etkisinin gösterilmiş 
olması nedeniyle CYP metabolitlerinin lokal 
kan akımı ile ilişkili olabileceği literatürde 
bildirilmiştir (1, 2, 6). Mikrovasküler dolaşımın 
sağlanmasında nöral sinyaller ve lokal kan 
akımı reflekslerinin kompleks etkileri 
gösterilmiş olsa da çeşitli uyaranlara karşı 
mikrovasküler reaktivite genellikle endotelyal 
fonksiyonun göstergesi olarak kabul 
edilmektedir, bu konuda ayrım net olarak 
yapılamamaktadır (4). Mikrovasküler 
dolaşımın, diurnal ritm değişiklikleri 
gösterdiği, kadınlarda menstruel döngü 
değişikleri gösterdiği, tüketilen gıdalar ile, 
sigara ile ve fiziksel egzersiz sırasında 
değişiklikler gösterdiği bilinmektedir (4). 
Mikrovasküler kan dolaşımının yeni teknikler 
yardımıyla ölçülmesi ile yaşlanma, kronik 
böbrek yetmezliği ve diabetes mellitus 
hastalığı sırasında gelişen yaygın vasküler 
bozuklukların gösterilebilmesi sağlanmıştır 
(7-11). Bunun yanında hipertansiyon ve 
hiperkolesterolemi gibi kardiyovasküler 
hastalıklar sırasında da mikrovasküler 
dolaşımın bozulduğu bilinmektedir (12, 13). 
Koroner arter hastalığı (KAH) olan diabetes 
mellitus ve hiperkolesterolemi gibi risk faktörü 
olan kişilerde aterosklerozun görüldüğü 
bilinmektedir (14). Ateroskleroz patogenezi 
tam olarak anlaşılamamasına rağmen, kronik 
arteriolar inflamasyonun koroner arter 
hastalığında görülen vasküler disfonksiyon ile 
ilişkili olduğu düşünülmektedir (15). Endotel 
üzerindeki kronik inflamasyonun da 
katkısıyla, ateroskleroz sırasında vazodilatör 
özellikteki mediatörlerin (nitrik oksit ve 
prostasiklin gibi) biyoyararlanımları 
azalmaktadır (16). Endotel disfonksiyonu, 
kardiyovasküler hastalık ve kardiyovasküler 
hastalığa bağlı mortalitenin gelişimini 
öngören bir risk belirteci olarak kabul 
edilebileceği bildirilmiştir (17). Yapılan 
çalışmalarda koroner arter hastalığında 
mikrovasküler dolaşımının bozulduğu lazer 
Doppler tekniği ile gösterilmiştir (1, 18). Bizim 
çalışmamızda ise koroner arter hastalığı olan 
kişilerde makrovasküler değişiklerin 
mikrovasküler değişikliklerle beraber 
gösterilmesi amaçlanmıştır. Bu nedenle 
makrovasküler vazoaktivitenin 
gösterilebilmesi için aortik gerim ve 
gevşeyebilirlik belirteçlerinin ekokardiyografik 
olarak kaydedilmesi ön görülmüştür. 
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Ekokardiyografi kullanılarak yapılan aortik 
gerim çalışmalarında hipertansif hastalarda 
kardiyovasküler ölüm nedenleri arasında bir 
ilişki olabileceği bildirilmiştir (19).      
Mikrovasküler yapılardaki vasküler 
disfonksiyon gösterilebilmesi için ise lazer 
Doppler yöntemi kullanılarak ön kol 
yüzeyindeki post oklüziv reaktif hiperemi 
(PORH) yanıtlarının kaydedilmesi ön 
görülmüştür. Bizim çalışmamızda aynı 
zamanda makrovasküler ve mikrovasküler 
değişikliklerin aralarında bir ilişkinin olup 
olmadığının gösterilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Katılımcılar 

Bu çalışmaya, bilgilendirilen onayları alınan 
26 koroner arter hastası (KAH grubu) ve 
kontrol grup olarak koroner arter hastalığı 
olmayan kardiyoloji polikliniğine başka bir 
sebeple başvuran 25 kişi dahil edilmiştir. 
Çalışma protokolü Muğla Sıtkı Koçman 
Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 
tarafından değerlendirilmiş ve onaylanmış 
(2014/17) olup çalışma protokolü Helsinki 
Bildirgesine uygun olarak yürütülmüştür. 

Lazer Doppler Ölçümü 

Lazer Doppler flux (LDF) ölçümleri, düz uçlu 
küçük bir deri probu kullanılarak Perimed 
Periflux 5010 sistemi (Perimed, Jarfalla, 
İsveç) ile kaydedilmiştir. LDF ölçümleri, 
“Perisoft for Windows 2.55” (Perimed, 
Jarfalla, İsveç) yazılımı yardımı ile kişisel bir 
bilgisayara “Perfusion birimi” (Arbitrary unit) 
olarak kaydedilmiştir. Ölçümler Bircher ve 
ark.’ın hazırladığı kılavuzda belirtildiği şekilde 
gerçekleştirilmiştir (20). Gönüllüler 
ölçümlerden önce 2 saat boyunca yemek 
yememiş veya içmemişlerdir. Ölçümler sessiz 
koşullarda ve sıcaklık kontrollü bir odada (20 
° C ± 1 ° C) kaydedilmiştir. Kalibrasyon 
protokolü için, her sabah ilk ölçümden önce 
cihaz 20 dakika boyunca açıldıktan ve 
ısıtıldıktan sonra, firma tarafından temin 
edilen standart değerleri sağlayan 
kalibrasyon kitleriyle gerçekleştirilmiştir. 
Gönüllüler ölçümlerden önce, odada yaklaşık 
olarak 20 dakika süreyle bekletilmiştir 
katılımcılar. Katılımcılar sırtüstü pozisyonda 
bir sedyeye uzanmışlardır. Prob, gönüllünün 
ön kolundaki (bileğin 5-10 cm proksimaline) 
saçsız deriye ve herhangi bir patolojik cilt 
lezyonu olmayan bir bölgeye yapışkan 
bantlar ile sabitlenmiştir. Dinlenim 
ölçümünden sonra manşon ortalama kan 
basıncının 30 mmHg üzerine sabitlenmiştir ve 

3 dakika boyunca brakiyal artere oklüzyon 
yapılmıştır. 3 dakikalık iskemi sonrası 
manşon açılarak ön kolun tekrar kanlanması 
sağlanmıştır. Bu esnada gelişen reaktif 
hiperemi yanıtları kaydedilmiştir. Kaydedilen 
reaktif hiperemi parametreleri arasında 
dinlenim akımı (RF), oklüzyon sırasında 
ölçülen biyolojik sıfır (BZ) akımı, tepe akımı 
(PF) ve bunların birbirlerine oranları 
kaydedilmiştir. Hiperemi dönemindeki tepe 
akıma ulaşma zamanı ve tepe ölçümün 
yarısına düşme zamanı kaydedilmiştir. 
Bunların dışında oklüzyon alanı ve hiperemik 
alanlar kaydedilmiştir. Hiperemik alan ve 
oklüzyon alanı hesaplandıktan sonra 
birbirlerine oranlanarak “hiperemi geri 
kazanım indeksi” kaydedilmiştir. Tüm bu 
ölçümler cihazın yazılımı (Perisoft Windows 
sürüm 2.55; Perimed, Jarfalla, İsveç) 
tarafından otomatik olarak kaydedilmiştir 
(Şekil 1). Aynı zamanda literatürde 
gösterildiği şekilde, grafik üzerindeki 
oklüzyon öncesindeki dinlenim zamanındaki 
1 dakikalık eğri altında kalan alan ve 
oklüzyonun bitmesini takiben reaktif hiperemi 
döneminin başlangıcındaki 1 dakikalık alanlar 
kaydedilmiş ve birbirlerine oranlanarak 
PORH indeksi olarak tanımlanarak 
kaydedilmiştir (21). 

 

 

Şekil 1. Kontrol ve KAH gruplarından bir örnek grafik 
üzerinde azalma görülmektedir. RF: Dinlenme akımı, 
BZ: Biyolojik sıfır akımı, PF: Tepe Akımı, TM: PF'ye 
ulaşma zamanı, TH2: PF’nin yarısına düşme zamanı, 
AO: oklüzyon alanı, AH: hiperemi alanı. 

Aortik gerim ve gevşeyebilirlik 

Bu ölçüm için, iki boyutlu bir Doppler 
ekokardiyografi cihazı (Vivid S6GE Medical 
System, Horten, Norveç) kullanılmıştır. 
Torasik aort çapları (cm), sol parasternal 
uzun eksen görünümü kullanılarak iki boyutlu 
M-mod transtorasik ekokardiyografi ile aort 
kapağının 3 cm yukarısında ölçülmüştür 
(Şekil 2). Aort sistolik çapı (AoS), aort 
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kapağının tam açılması sırasında ölçüldü ve 
diyastolik çap (AoD), QRS kompleksinin 
zirvesinde eşzamanlı bir elektrokardiyogram 
kaydı ile ölçüldü. İç aort çapları, ön aort 
duvarının arka kenarı ile arka aort duvarının 
ön kenarı arasındaki mesafe olarak sistol ve 
diyastol içindeki kaliperler ile ölçüldü.                       
Art arda beş ölçüm yapıldı ve ortalama 
değerleri hesaplandı. Tüm ekokardiyografik 
ölçümler, çalışma protokolüne kör olan aynı 
kardiyolog tarafından yapıldı. Aortik ölçümler 
için literatürde bildirilen aşağıdaki formül 
kullanılmıştır (22, 23): 

Aortik gerim (%) = (AoS−AoD) x 100 / AoD 

Aortic gevşeyebilirlik = cm2dyn−110−3) = (2x 
aortik gerim) / nabız basıncı 

 

Şekil 2. Ekokardiyografik ölçümü için örnek bir grafik 

İstatistik 

Tablo ve şekillerdeki değerler ortalama ± 
standart sapma olarak gösterilmiştir. KAH ve 
kontrol grubu arasındaki sonuçları 
karşılaştırmak için sürekli değişkenler için 
Student's t-testi, kategorik değişkenler için ki-
kare testi kullanıldı. Sonuçlar arasındaki 
korelasyonu yorumlamak için Pearson 
korelasyon katsayısı kullanıldı. Tüm 
istatistiksel analizler ve “Receiver Operating 
Characteristic” (ROC) eğrisi, SPSS paket 
programı (Versiyon 18.0, Chicago, ABD) 
kullanılarak hesaplanmıştır. P <0,05 anlamlı 
olarak kabul edilmiştir. 

SONUÇLAR 

Katılımcıların demografik verileri ve 
retrospektif olarak hastaların dosyalarından 
kaydedilmiş olan laboratuvar sonuçları Tablo 
1’de gösterilmiştir. Tabloya göre gruplar 
arasında demografik veriler veya komorbidite 
açısından istatistiksel olarak belirgin bir fark 
yoktu. KAH grubundaki hastalar kontrol 
grubundaki hastalardan daha yaşlıydı, ancak 
istatistiksel olarak anlamlı değildi. Medikal 

tedavi yüzdeleri iki grup arasında anlamlı bir 
farklılık gösterdi. 

Tablo 1 

 
Gruplar (n) 

Kontrol 
(25) 

KAH 
(26) 

P 

Erkek/ Kadın (n/n) 13/12 15/11 .781 
Yaş (yıl) 61.7 ± 

7.9 
66.1 ± 
9.8 

.078 

Vücut kitle indeksi 
(kg/m2) 

28.2 ± 
4.9 

27.4 ± 
4.6 

.582 

Sigara içen (%) 28.0 38.5 .555 
Alkol kullanan (%) 4.0 7.7 .999 
Sistolik kan 
basıncı (mmHg) 

144.7 ± 
19.8 

140.1 ± 
20.3 

.417 

Diyastolik kan 
basıncı (mmHg) 

83.8 ± 
11.0 

78.2 ± 
12.6 

.095 

Nabız hızı 
(atım/dak) 

71.1 ± 
11.4 

71.4 ± 
8.7 

.923 

Komorbiditeler 

Hipertansiyon (%) 52.0 61.5 .577 
DM (%) 16.0 38.5 .116 
Kullandıkları ilaçlar 

Aspirin (%) 24.0 76.9 .000 
Nitrat (%) 4.0 23.1 .099 
Statin (%) 20.0 76.9 .000 
ACE inhibitorü/ 
ARB (%) 

32.0 73.1 .005 

Beta bloker (%) 32.0 76.9 .002 
Diüretik ilaç (%) 24.0 46.2 .144 
Kalsiyum kanal 
blokörü- dipin (%) 

4.0 30.8 .024 

Kalsiyum kanal 
blokörü - nondipin 
(%) 

8.0 3.8 .610 

Klopidogrel (%) 4.0 57.7 .000 
Proton pompa 
inhibitörü (%) 

36.0 73.1 .012 

Oral antidiyabetik 
ilaç (%) 

8.0 26.9 .140 

NSAİİ (%) 53.8 56.0 .999 
Laboratuvar bulguları 

Açlık Glukozu 
(mmol/L) 

93.8 ± 
14.7 

114.7 ± 
60.7 

.108 

LDL (mmol/ L) 118.3 ± 
25.4 

101.2 ± 
34.3 

.054 

HDL (mmol/ L) 45.5 ± 
16.9 

46.2 ± 
11.1 

.864 

Total kolesterol 
(mmol/L) 

195.9 ± 
31.6 

176.9 ± 
40.6 

.076 

Trigliserid (mmol/ 
L) 

188.6 ± 
166.2 

148.5 ± 
71.6 

.276 

AST (units/ L) 18.9 ± 
4.2 

22.7 ± 
12.1 

.162 

ALT (units/ L) 20.5 ± 
11.3 

20.3 ± 
10.1 

.948 

Hemoglobin 
(mg/dL) 

13.3 ± 
1.7 

13.4 ± 
1.9 

.908 

CRP (mg/L) 3.35± 2.8 3.8 ± 
3.9 

.787 

Kreatinin (µmol/ L) 0.74 ± 
0.13 

0.87 ± 
0.34 

.076 

Kreatinin Klirensi 
(mL/min) 

109.7 ± 
26.5 

91.6 ± 
31.9 

.036 

 

*KAH: Koroner arter hastalığı olan grup 
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Lazer Doppler ölçümleri 

Lazer Doppler ölçüm parametreleri 
incelendiğinde yalnızca tepe akımının; 
dinlenim akımına veya biyolojik sıfır akımına 
oranlanarak hesaplanan yüzde 
değişimlerinde gruplar arasında istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark izlenmiştir. Ayrıca 
hiperemi geri kazanım indeksi ile PORH 
indeksleri arasında gruplar arasında anlamlı 
bir fark izlendi (Tablo 2, Şekil 3). 
 

Tablo 2. Lazer Doppler Ölçümleri 

 Kontrol KAH P 

Dinlenim Akımı 
(RF)  

12.9 ± 2.9 15.1 ± 
4.7 

.051 

Biyolojik Sıfır 
(BZ) 

5.6 ± 1.6 6.3 ± 1.4 .099 

Tepe Akımı 
(PF) 

66.3 ± 
30.1 

55.14± 
24.0 

.162 

PF-RF/RF (%) 413.5 ± 
200.5
  

271.9 ± 
128.4 

.005* 

PF-BZ/BF (%) 1148.8 ± 
572.8 

814.3 ± 
432.9 

.024* 

Tepe akımına 
ulaşma zamanı 
(s) 

10.4 ± 3.8 10.2 ± 
5.1 

.885 

Tepe akımının 
yarısına azalma 
zamanı (s) 

25.4 ± 8.8 24.2 ± 
11.2 

.665 

Oklüzyon alanı 
(OA)  

1376.2 ± 
566.4 

1670.7 ± 
829.3 

.144 

Hiperemik alan 
(HA) 

1889.7 
±1213.4 

1341.5 ± 
865.7 

.071 

Hiperemi geri 
kazanım 
indeksi 
(HA/OA) 

1.50 ± 
1.09 

0.89 ± 
0.54 

.017* 

Post okluziv 
reaktif hiperemi 
indeksi 

2.94 ± 1.1 2.20 ± 
0.6 

.006* 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. Lazer Doppler Parametrelerinin gruplar arası 
değişimlerinin şekil üzerinde gösterilmiştir. *P<0,05. 
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Ekokardiyografik ölçümler 
 

Aortik gerim ve gevşeyebilirlik ölçümlerinin 
KAH grubunda azaldığı görülmüştür (Tablo 
3). 

Tablo 3.  Ekokardiyografik ölçümler 

 Kontrol KAH P 
Aortik gerim 
(%) 

5.5 ± 3.4 3.3 ± 2.0 .005 

Aortik 
gevşeyebilirlik 
(cm3/dyn-1) 

 
2.0 ± 1.4 

 
1.1 ± 0.8 

 
.012 

 

ROC Analizi 

Mikrovasküler indeksler ve aortik ölçümler 
için testin ayırt edicilik gücünün 
gösterilebilmesi için ROC eğrileri 
hesaplanmıştır. PORH ve hiperemi geri 
kazanım indeksleri için eğrinin altındaki 
alanlar sırasıyla 0.732 (P = 0.005) ve 0.708 
(P = 0.011) idi (Şekil 4-üst). Aort gerimi ve 
gevşeyebilirlik için eğrinin altındaki alanlar 
sırasıyla 0.739 (P = 0.003) ve 0.711 (P = 
0.01) idi (Şekil 4-alt). 

 

 

Şekil 4. Mikrovasküler ve Makrovasküler 
indeksler için hesaplanan ROC eğrileri 

 

Korelasyon Analizi 

PORH indeksi, hiperemi geri kazanım 
indeksi, aortik gerim ve aortik gevşeyebilirlik 
için yapılan korelasyon analizlerinde 
istatistiksel olarak anlamlılık görülmedi (Tablo 
4). 

Tablo 4. Pearson Korelasyon Analizi 

 Aortik gerim Aortik gevşeyebilirlik 

 Coefficient P Coefficient P 

PORH 
indeksi 

.242     .087 .137 .336 

 
Hiperemi 
geri kazanım 
indeksi 
 

 
.138 

     
     .333 

 
.041 

 
.773 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada, KAH olanların kontrole göre 
hem makrovasküler hem mikrovasküler 
düzeyde azalmış bir vazoreaktiviteye sahip 
olduğu gösterilmiştir ancak kutanöz lazer 
Doppler ölçümleri ile aortik ölçümler arasında 
bir korelasyon olmadığı gösterilmiştir. 

Lazer Doppler ölçümü oldukça hassas ve 
kolayca değişiklik gösterebilen bir ölçümdür 
(1, 2). Ölçüm probunun anatomik yerleşimi, 
oda sıcaklığı, tüketilen yiyecekler ve 
içecekler, diurnal değişiklikler, kişisel 
değişiklikler gibi faktörler nedeniyle 
ölçümlerin etkilenebildiği gösterilmiştir (4). 
Yapılmış çalışmalarda PORH ölçümünde 
bakılan parametrelerden tekrarlanabilir 
olanların özellikleri değerlendirilmiştir ve 
anlamlı sonuçlar alındığı bildirilmiştir (1, 18). 

Bu çalışmada yapılan ölçümlerde dinlenim 
akımı, biyolojik sıfır ve tepe akımı gibi 
değişkenlerde gruplar arası farklılık 
saptanmazken tepe akımının, dinlenim 
akımına veya biyolojik sıfır akımına 
oranlanarak hesaplanan ((PF-RF)/RF ve (PF-
BZ)/BZ) yüzde değerlerinde KAH grubunda 
anlamlı değişikler görülmüştür. Aynı 
zamanda hiperemi geri kazanım indeksi ve 
PORH indeksi ölçümlerinde de KAH 
grubunda anlamlı değişikler izlenmiştir. 
PORH yanıtının lazer Dopper cihazı ile 
ölçümü mikrovasküler dokudaki aksonal 
refleksleri, endotel vazodilatörlerini ve 
vasküler mikrosistemlerin miyojenik 
fonksiyonunu içermektedir (1, 2, 4). PORH 
yanıtı sırasında aksonal reflekslerden açığa 
çıkan kalsitonin geni ilişkili peptidin de varlığı 
bildirilmiştir (1).  
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Aynı zamanda, PORH yanıtı sırasında açığa 
çıkan lokal mediatörlerden nitrik oksit ve 
siklooksijenaz metabolitlerinin rolleri olduğu 
bildirilmiştir (1). Ancak L-NAME verilerek 
nitrik oksit üretiminin baskılandığı durumlarda 
PORH yanıtında değişikliğin görülmediği de 
bildirilmiştir (24). Literatürde siklooksijenaz 
enziminin non-spesifik olarak bloke edildiği 
durumlarda ise reaktif hiperemi yanıtının 
arttığı ve bu artışın nitrik oksit sentazın bloke 
edildiği durumda maskelendiği görülmüştür 
(25). Karmaşık ve kompleks bir hiperemi 
yanıtının olduğu görülen PORH 
ölçümlerindeki değişikliğin, koroner arter 
hastalarında görülen ateroskleroza bağlı 
olarak endotel hücre disfonksiyonu ile ilişkili 
olabileceği düşünülmüştür (16). Özellikle 
nitrik oksit ve prostasiklin mediatörlerinin 
değişmiş biyoyararlanım özelliklerinin bir 
rollerinin olduğu düşünülmüştür (16). 
Literatürde lazer Doppler akımı ölçümlerinde 
yaşa bağlı değişikliklerin gözlendiği 
bildirilmiştir (8, 9). Bu nedenle bizim 
çalışmamızdaki ölçümlerin yaşa bağlı olarak 
düzeltilmesi gerekmektedir. Yaşa göre 
yapılan düzeltme sonucunda mikrovasküler 
kan akımı parametreleri değerlendirilmiş ve 
anlamlı bir değişikliğin oluşmadığı 
görülmüştür. Literatürde hipertansiyon 
sırasında makro ve mikro damarlardaki 
değişiklikler gösterilmiştir (12). Literatürde 
diyabet sırasında görülen vasküler 
bozukluklar üzerinde endotelyumda görülen 
kronik inflamasyon ve artmış oksidatif stresin 
bir rolünün olabileceği bildirilmiştir (26, 27). 
Bu nedenle komorbit hastalıkların vasküler 
sistemler üzerinde yapabileceği muhtemel 
etkiler de değerlendirilmiştir. Bunun yanında 
KAH grubundaki hastaların düzenli olarak 
kullandığı antihipertansif, statin ve 
antidiyabetik tedavilerin de vasküler endotel 
üzerinde koruyucu etkilerinin olabileceği ve 
bu nedenle ölçümlerde değişikliklere neden 
olabileceği düşünülmüştür (12, 13, 26).  

Ekokardiyografik aortik gerim ölçümlerinin 
hipertansif hastalarda kardiyovasküler ölüm 
nedenleri arasında bağımsız bir değişken 
olabileceği literatürde bildirilmiştir (19). Aortik 
gerim ve gevşeyebilirlik indekslerindeki 
değişikliklerin kompleks ve tam olarak 
aydınlatılamamış süreçler olduğu kabul 
edilmektedir ancak aortanın uzun ömürlü 
elastik liflerinin yeniden modellenmesi ve 
parçalanması ile aort duvarında daha sert 
kollajen liflerinin aşamalı birikiminin katkıları 
olduğu bildirilmiştir (28). Aynı zamanda büyük 
toplum temelli bir çalışmada aortik sertlik ile 

mikrovasküler dolaşım arasında bir ilişki 
olabileceği bildirilmiştir (29). Bizim 
çalışmamızda ise mikrovasküler ölçümler ve 
aortik ölçümler arasında anlamlı bir ilişki 
görülememiştir. Ölçümler arasında anlamlı bir 
ilişkinin görülememesinde farklı çaptaki 
damarların kan akımı düzenleyici role sahip 
olan majör mediatörleri arasındaki 
farklılıkların olabileceği veya katılımcı 
sayısının yetersizliği ile açıklanabileceği 
düşünülmüştür. 
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Farmakoloji Anabilim Dalı, İstanbul 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 
 
Mide kanseri dünyada en sık görülen beşinci 
kanser tipi olup kanser ile ilişkili ölümlerin 
ikinci en yaygın sebebidir. Mide kanseri 
tedavi protokolü cerrahi müdahale, 
radyoterapi ve kemoterapinin tek başlarına 
veya kombinasyonları şeklindedir (Al-Batran 
2017;). Kemoterapi, adjuvan olarak ileri evre 
mide kanseri tedavisinde önemli rol 
oynamakta ve sisplatin/5-florourasil (5-FU) 
kombinasyonu standart tedavi olarak sıklıkla 
kullanılmaktadır.  
Sisplatin nefrotoksik, nörotoksik, ototoksik 
etki gösterirken 5-FU daha sıklıkla 
miyelosupresyona, gastrointestinal 
bozukluklara ve kardiovasküler yan etkilere 
sebep olmaktadır (Tian ve ark., 2020).  
Platin bazlı ilaçların hücreye influks veya 
hücreden efluksunda Na+/K+ bağımlı 
adenozin trifosfataz (ATPaz) taşıyıcı 
proteinler, organik katyon taşıyıcı (organic 
cation transporter, OCT) proteinler ve bakır 
homeostazından sorumlu proteinler rol 
oynamaktadır. OCT2 (SLC22A2) proteini 
sisplatinin hücre içine alınmasından 
sorumludur (Filipski ve ark., 2009; Klassen ve 
Lu, 2010; Quintanilha ve ark., 2019). Bakırın 
hücre dışına efluksundan sorumlu taşıyıcı 
proteinlerinden özellikle bakır taşıyıcı P tip 
ATPaz A (copper transporting P-type 
ATPase, ATP7A) ve B (ATP7B) proteinleri 
sisplatinin hücre dışına atılımında, bakır 
taşıyıcı protein 1 (cupper transporter 1, 
CTR1, SLC31A1) ise hücre içerisine alımında 
görev alır (Fukushima-Uesaka ve ark., 2009, 
Gupta ve ark., 2011; Howell ve ark., 2010; 
Leonhardt ve ark., 2009; Tanida ve ark., 
2012). Sisplatinin hücre dışına atılmasından 
sorumlu diğer proteinler çoklu ilaç taşıyıcı 
protein 1 (multidrug resistance 1, MDR1, P-
glikoprotein, ABCB1), çoklu ilaç direnci 
bağlantılı taşıyıcı protein 1 (multidrug 
resistance protein 1, MRP1, ABCC1), MRP2 
(ABCC2) ve meme kanseri direnç proteini 
(breast cancer resistance protein, BCRP, 
ABCG2) dir (Cascorbi, 2006; Kelland, 2007 
Quintanilha ve ark., 2019).  
 

5-FU taşınmasında BCRP, MDR1 ve MRP5 
(ABCC5) ve MRP8 (ABCC11) proteinleri rol 
oynarlar. Bu proteinlerin 5-FU ve monofosfor 
türevlerinin taşınmasında ve ilaca direnç 
mekanizmasında etkili oldukları rapor 
edilmiştir (Hagmann ve ark., 2008; Oguri ve 
ark., 2007; Theile ve ark., 2009). 
Uygulanan kemoterapinin etkinliliği ve 
toksisitesi, çoklu ilaç direncine neden olan 
taşıyıcı proteinleri kodlayan genlerdeki 
bireysel farklılıklardan dolayı değişkenlik 
gösterebilmektedir. Bu projede metastatik 
gastrik/gastroözefageal bileşke 
adenokanserli hastalarda kullanılan 1. seri 
sisplatin ve 5-FU'in farmakokinetiği, etkinliliği 
ve toksisitesi üzerine taşıyıcı proteinlerinde 
görülen genetik polimorfizmlerin etkisinin 
araştırılması amaçlanmıştır.   
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Çalışma grubu, her iki cinsiyetten, HER2 
ekspresyonu göstermeyen metastatik 
gastrik/gastroözofageal bileşke 
adenokarsinomlu 41 hastadan oluşmaktadır 
(İ.Ü. Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Klinik 
Araştırmalar Etik Kurulu 08.05.2012 tarihli ve 
A-28 no’lu karar). Onkoloji kliniğine mide 
kanseri tanısıyla kayıt edilen hastaların 
kemoterapi almaya uygunluğu 
değerlendirilmiş, bunun için rutinde istenen 
kan sayımı ve biyokimyasal testler, 
histopatolojik inceleme, HER2 ekspresyon 
kontrolü, CEA ve CA19-9 tümör belirteçlerin 
tayini, radyolojik incelemeler kullanılmış, 
detaylı hasta öyküsü ve fizik muayeneleri 
yapılmıştır. Hastanın performans durumu 
ECOG cetveline göre değerlendirilmiş ve 0-2 
olan hastalar dahil edilmiştir. Çalışma 
kriterlerine uyan hastalara onkoloji kliniği 
tarafından rutin tedavi planı kapsamında 
sisplatin 75 mg/m2 dozunda her siklusun 1. 
günü hidratasyon ve premedikasyon sonrası; 
5-FU ise 1000 mg/m2 dozda her kürün 1-4. 
günleri arasında infüzer pompa ile sürekli 
infüzyon şeklinde, her ikisi de 3 haftada bir 6 
kür olarak uygulanmıştır. Her 3 kürde bir  
radyolojik klinik yanıt RECIST kriterlerine 
göre  değerlendirilmiş, tedavi protokolünün 
bitiminden sonra her 3 ayda bir radyojik 
takipler yapılmış ve tedavi döneminde veya 
sonrasında progresyon saptanan hastalar 
ikinci seri tedaviler açısından 
değerlendirilirken sağkalım takipleri proje 
sürecince devam etmiştir. 
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Yan etki/toksisitelerin değerlendirilmesi her 
rutin veya olağan dışı muayenede CTCAE 
Version 4.0’e göre hekim tarafından yapılmış, 
gerekli görüldüğünde uygulanan dozlar 
modifiye edilmiştir. Genel sağ kalım süresi 
dosya kayıtlarından veya telefon 
görüşmelerini takiben belirlenmiştir. 
 
Sisplatin ve 5-FU’nun farmakokinetiğinin 
değerlendirilmesi: 18 hastada ise 
uygulanan standart tedavi protokolü 
dahilinde, sisplatin (75 mg/m2, 2 saat i.v. 
infüzyon) ve 5-FU (1000 mg/m2, 96 saat i.v. 
infüzyon) için kan plazma düzeyleri sırasıyla 
indüktif eşleşmiş plazma kütle spektrometresi 
(ICP/MS) (Royer ve ark. 2005)  ve yüksek 
basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) (Casale 
ve ark 2002)   yöntemleri ile tayin edilmiştir. 
Plazma-konsantrasyonu zaman eğrisi altında 
kalan alan (AUC) hesaplanmıştır.  
 
Plazmada Total ve Serbest Platin Tayini 
Sisplatin infüzyonu başlangıcını takiben 0.5, 
1, 2, 4, 6 ve 24. saatte yaklaşık 6 ml kan 
örneği alınmış ve hemen 3000 rpm’de 4°C’de 
10 dk süreyle santrifüjlenerek plazması 
ayrılmıştır. Plazmanın yarısı total platin 
analizi için -700C’de saklanmıştır. Diğer kısmı 
ise, cut-off değeri 30 kDa olan ultrafiltrasyon 
tüplerine (Amicon Ultra-4, Millipore) alınarak 
3000 rpm’de 4°C’de 10 dk süreyle 
santrifüjlenmiş ve ultrafiltre plazma serbest 
platin düzeylerinin tayini için -700C’de 
saklanmıştır. Total plazma ve ultrafiltre 
edilmiş plazma örnekleri %1’lik HNO3 ve 
internal standart çözeltisi ile seyreltilmiştir. 
ICP-MS sisteminde, akış argon gazı ile (0.70 
ml/dk) sağlanmış, platin ve bizmut (internal 
standart) sırasıyla 195 ve 209 m/z 
değerlerinde ölçüm gerçekleştirilmiştir. 
 
Plazmada 5-FU Tayini: 96 saatlik infüzyon 
şeklinde uygulandığı için kararlı durum 
konsantrasyonuna ulaşmış olduğu 24. saatte 
kan örneği alınmış ve plazma kararlı durum 
5-FU düzeyi tayin edilmiştir. Alınan kan 
numunesi 3000 rpm’de +40C’de 10 dk 
boyunca santrifüj edilerek plazması 
ayrılmıştır. Plazma örneği analiz edilene 
kadar -700C’de saklanmıştır. Plazmadan 
ekstraksiyon yöntemi; 250 µl plazmaya 50 
µg/ml internal standart [5-Bromo 5,6 
dihidrourasil; 5-BrH2] eklendikten sonra 500 
µl doymuş amonyum sülfat eklenmiş  ve 
vortex ile karıştırılmıştır. Üzerine, 4 ml n-
propanol: dietileter (80:20, v/v) ilave edilip 3 
dakika süreyle vortekste karıştırılmış ve 
2500xg’da 10 dakika santrifüj edilmiştir.  

Organik faz temiz bir tüpe alınmış,  blok ısıtıcı  
üzerine yerleştirilen cam tüplere evaporatör 
yerleştirilmiş ve organik faz 50 ºC’de azot 
gazı altında kuruluğa kadar uçurulmuştur. 
Kalıntıya 500 µl mobil faz eklenmiş ve kısa 
süre girdap karıştırıcıda karıştırıldıktan, 
sonrasında 2500 xg’de bir dakika santrifüj 
edilmiştir.  Sıvı fazın üst bölümü, içinde 
mikroinsert olan amber cam viale alınmış ve 
50 µl HPLC modüle (Waters, ABD) enjekte 
edilmiştir. Kromatografik şartlar: 
Phenomenex 250 mm x 4,6 mm (5 µm) C18 
ters faz ön kolon (Varian-ABD) ve 
Phenomenex 250 mm x 4,6 mm (5 µm) C18 
ters faz kolon (Varian-ABD) kullanılmıştır. 
Mobil faz; 1,5 mM K3PO4 tamponu: 
asetonitril = 99,5:0,5 (v:v, pH:5) akış hızı 1 
ml/dakika ve kolon sıcaklığı 35 °C, enjeksiyon 
hacmi 50 µl ve izleme zamanı (run-time) 12 
dakika olarak belirlenmiştir.  5-FU, çift dalga 
boylu flurosan dedektör ile saptanmıştır. 5-
FU’ya ait pik alıkonma zamanı ~5,2 dakika, 
internal standarda (5-bromo 5,6 dihidrourasil)  
ait pik alıkonma zamanı ~8,3 dakika olarak 
tespit edilmiştir.  
 
Genetik Polimorfizm Tayini: Tedavi öncesi 
hastalardan 5 mL periferik kan örneği EDTA’lı 
tüpe alınmış, aynı gün içerisinde kan 
örneklerinden RT-PCR yönteminde 
kullanılmak üzere DNA izolasyon kitleri (High 
Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, 
Almanya) kullanılarak izole edilmiştir. DNA 
örneklerinin saflıklarının ve miktarlarının 
ölçümü Take-3 Plate kullanarak Epoch 
mikroplate spektrofotometride (BioTek, 
Amerika) optik dansiteleri 260 ve 280 nm 
dalga boylarında ölçülerek 
gerçekleştirilmiştir. DNA örneklerinde RT-
PCR yöntemi ile genotipleme için RT-PCR 
master karışım kiti (LightCycler FastStart 
DNA Master HybProbe, Roche, Almanya) ve 
uygun prob (LightSNİP, Almanya) 
kullanılmıştır. RT-PCR yönteminde 
normalizasyon amacı ile referans gen olarak 

-Aktin geni (ACTB, ID:14636) kullanılmıştır.  
 
İstatistiksel Analiz: Verilerin 
değerlendirilmesinde, tanımlayıcı istatistikler 
(yüzde dağılım, ortalama, standart sapma), 
niteliksel verilerde ki-kare testi; niceliksel 
Kruskal- Wallis testleri yapılmıştır. Yaşam 
süreleri ise Kaplan-Meier sağ kalım analiz 
testi ile değerlendirilmiştir. İstatistik anlamlılık 
düzeyi olarak p<0.05 alınmıştır.  
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BULGULAR 
 
Çalışmaya katılan hasta gönüllülerin %32’si 
kadın (n=13), %68’i erkektir (n=28). 
Hastaların ortalama yaşı 58±10, ortalama 
vücut yüzey alanı 1.68±0.19 m2 ‘dir. ECOG 
kriterlerine göre %98’ 1, %2’si ise 2 olarak 
derecelendirilmiştir. TNM tümör sınıflamasına 
göre hastaların %7’si 3 %93 ise 4. evredir. 
Hastaların progresyonsuz sağ kalım oranları 
ortalama 130±116 gün, genel sağ kalımları 
ise ortalama 213±157 gün olarak 
bulunmuştur. 
 
Total platin AUC0-24sa değerleri ortalama 
18.81±3.05 µg.sa/ml; serbest platin AUC0-24sa 
değerleri ise ortalama 5.33±1.39 µg.sa/ml 
olarak bulunmuştur (n=17) (Şekil 1).  
 

 
 
 
Şekil 1: Plazma total (bağlı) ve serbest platin 

konsantrasyonu-zaman eğrisi (n=17) 

 
Sisplatinin taşınmasından sorumlu 
proteinlerde görülen genetik varyantlar ile 
serbest ve total platin düzeyleri arasındaki 
ilişki Tablo1’de gösterilmiştir. SLC22A2 
rs316019 varyasyonu ile serbest sisplatin 
maruziyeti arasında istatistiksel olarak 
anlamlı  bir ilişki  gözlenmiştir (p= 0,018)  
(Şekil 2). 
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Şekil 2: Serbest platin AUC0-24 değerleri ile SCL22A2 

genindeki varyasyonların karşılaştırılması. ●■ her 

hastanın AUC değerini ifade etmektedir (n=17) (p= 

0,018). 

 
5-FU AUC0-96sa değerleri ortalama 
20.55±13.10 mg.sa/L olarak hesaplanmıştır. 
Hastaların 5-FU AUC değerleri arasında 
yaklaşık 10 kat bireylerarası farklılık 
bulunmuştur (4.48 - 49.19 mg.sa/L; %CV: 
63.74) (n=18) (Şekil 3).   
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Şekil 3: Hastaların 5-FU AUC0-96 sa değerlerinin 

bireysel olarak karşılaştırılması (n=18). 
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Şekil 4: 5-FU AUC0-24 değerleri ile MDR1 genindeki 

varyasyonların karşılaştırılması. ●■ her hastanın 
AUC değerini ifade etmektedir (n=18) (p= 0,033). 
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18 hastaya ait 5-FU AUC0-96sa değerleri ile 
gen varyantları arasındaki ilişkisi Tablo 2’de 
verilmiştir. MDR1 rs1045642 varyasyonu ile 
5-FU maruziyeti arasında istatistiksel olarak 
anlamlı (p=0.033) bir ilişki bulunmuştur (Şekil 
4). 
 
Tablo 1: Sisplatinin taşınmasından sorumlu 
taşıyıcı proteinlerdeki genetik varyantlar ile 
serbest ve total platin AUC0-24sa düzeyleri 
arasındaki ilişki 
 

 
 
M: Mutant; HT: heterozigot (minör allel taşıyan); W: 
yaygın dağılım; SD:standart sapma; AUC; eğri 
altında kalan alan 

 

Tablo 2: 5-FU taşınmasından sorumlu 
taşıyıcı proteinlerdeki genetik varyantlar ile 5-
FU AUC0-96sa düzeyleri arasındaki ilişki 
 

 
 

M: Mutant; HT: heterozigot (minör allel taşıyan); W: 
yaygın dağılım; SD:standart sapma; AUC; eğri 
altında kalan alan 

 
Genetik varyantlar ile klinik çıktılar 
(progresyon ve genel sağ kalım) ve 
hematolojik, gastrointestinal, nefrotoksik, 
hepatotoksik yan etiler arasındaki ilişki 
istatistiksel olarak incelenmiş ve anlamlı 
bulunanlar Tablo 3’de gösterilmiştir.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gen (SNP) Genotip n

Total Platin 

AUC0-24sa ort 

(mg*sa/L)

SD p

Serbest 

Platin  

AUC0-24sa ort 

(mg*sa/L)

SD p

HT/M 13 19,81 2,80 5,62 1,52

W 4 16,90 2,42 4,52 0,75

HT/M 14 19,95 2,64 5,53 1,53

W 3 16,57 2,85 4,37 ,85

HT/M 14 19,66 2,73 5,57 1,47

W 3 16,57 2,85 4,37 ,85

HT/M 1 21,95 5,26

W 16 18,89 2,93 5,35 1,48

HT/M 4 18,57 1,54 6,11 2,11

W 13 19,25 3,31 5,09 1,14

HT/M 15 18,67 2,52 5,31 1,48

W 2 25,25 5,84

HT/M 15 18,85 2,51 5,26 1,52

W 2 20,73 6,40 5,95 ,15

HT/M 11 18,46 2,58 5,17 1,63

W 6 20,46 3,50 5,73 ,89

HT/M 8 18,91 2,89 5,27 1,75

W 9 19,25 3,17 5,42 1,15

HT/M 11 18,96 3,31 4,96 ,96

W 6 19,28 2,47 5,98 1,93

HT/M 14 19,71 2,61 5,16 1,05

W 3 16,35 3,15 6,13 2,77

HT/M 4 20,05 3,89 4,69 1,03

W 13 18,76 2,68 5,56 1,52

HT/M 2 22,17 4,36 5,00 1,20

W 15 18,64 2,61 5,39 1,50

HT/M 13 18,45 2,46 5,14 1,56

W 4 20,98 3,81 5,96 ,84

HT/M 3 19,36 3,06 7,33 1,47

W 14 19,02 3,03 4,88 1,00

HT/M 8 18,79 1,90 5,02 1,15

W 9 19,31 3,65 5,59 1,64

HT/M 11 18,29 2,68 5,33 1,68

W 6 20,83 2,96 5,38 ,79

HT/M 12 18,46 2,63 5,28 1,61

W 5 20,93 3,41 5,53 ,83

HT/M 11 18,08 2,48 5,20 1,93

W 6 19,68 3,15 5,43 1,15

MCT8 

rs5937843 0,588 0,416

ATP7B 

rs1801243 0,100 0,955

ATP7B 

rs1061472 0,182 0,627

SLC22A2 

rs316019 0,737 0,018

ATP7A 

rs2227291 0,711 0,525

SLC31A1 

rs10981694 0,204 0,751

SLC16A10 

rs14399 0,182 0,129

0,182

0,203

0,194

0,157

0,745

0,430

0,587

0,340

0,257

0,462

0,232

0,545

ABCC2 

rs2273697 0,914

ABCC5 

rs562 0,122

ABCC11 

rs17822931 0,628

ABCC1 

rs4781699 0,751

ABCC2 

rs3740066 0,234

ABCC2 

rs717620 0,834

ABCG2 

rs2231142 0,329

ABCG2 

rs2231137 0,628

ABCC1 

rs246221 0,104

MDR1 

rs1045642 0,146

MDR1 

rs1128503 0,149

MDR1 

rs2032582 0,201

Gen (SNP) Genotip n

5-FU AUC0-96sa 

ort (mg*sa/L) SD p

HT/M 14 19,21 10,91

W 4 32,39 13,33

HT/M 14 19,30 11,17

W 3 26,79 8,86

HT/M 15 21,52 13,35

W 3 26,79 8,86

HT/M 2 16,65

W 16 22,90 12,89

HT/M 5 19,53 3,41

W 13 23,50 14,40

HT/M 16 23,33 12,54

W 2 10,13

HT/M 16 21,56 10,89

W 2 29,13 26,86

HT/M 11 23,08 11,90

W 7 21,25 15,29

HT/M 8 19,11 8,99

W 10 25,91 15,18

HT/M 12 22,45 15,41

W 6 22,61 6,74

HT/M 14 19,72 11,17

W 4 34,57 12,84

HT/M 4 17,08 8,80

W 14 24,32 13,40

ABCC11 

rs17822931 0,225

ABCC2 

rs717620 0,462

ABCC2 

rs2273697 0,448

ABCC5 rs562 0,051

ABCC1 

rs246221 0,159

ABCC1 

rs4781699 1,000

ABCC2 

rs3740066 0,533

ABCG2 

rs2231142 0,914

ABCG2 

rs2231137 0,808

MDR1 

rs1045642 0,033

MDR1 

rs1128503 0,149

MDR1 

rs2032582 0,253
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Tablo 3: Genetik varyantlar ile hematolojik, 
gastrointestinal, nefrotoksik, hepatotoksik 
yan etkiler arasındaki ilişki  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
HER2 amplifikasyonu göstermeyen 
metastatik gastrik/gastroözefageal bileşke 
adenokanserli 41 gönüllü hastaya uygulanan 
sisplatin/5-FU kombinasyonunun etkinliliği ve 
toksisitesi üzerine ilişkili olabilecek 13  gende 
19 adet polimorfik varyant için genotipleme 
yapılmış ve etkinlik ve toksisite ile ilişkisi 
değerlendirilmiştir. Ayrıca 18 hastada 5-FU, 
17 hastada ise sisplatin plazma düzeyleri 
ölçülmüş ve sistemik maruziyeti bu genetik 
varyantlar ile karşılaştırılmıştır.  
 
Yapılan analizler neticesinde; 5-FU sistemik 
maruziyeti ile MDR1 geni, serbest sisplatin 
maruziyeti ile de SLC22A2 geninin ilişkili 
olabileceği gözlenmiştir. Yan etkiler ile 
kıyaslamada gastrointestinal yan etkilerde 
MDR1, ATP7B, SLC16A10, hematolojik yan 

etkilerde ABCG2, SLC22A2, ABCC5, 
hepatolojik yan etkilerde ABCC1, SLC31A1 
ve nefrotoksik yan etkilerde ise  MDR1, 
ABCC1 ve SLC31A1 genlerinin etkili 
olabileceği tespit edilmiştir.  
 
Terapötik indeksi dar olan kemoterapötik 
ilaçlar için plazma konsantrasyonunun belirli 
bir düzeyde tutulması hem etkinlik hem de 
toksisite açısından oldukça önemlidir. 
İlaçların farmakokinetik profillerinde görülen 
bireyler arası farklılıklar cinsiyet, genetik, 
beslenme, hastalık varlığı ve diğer ilaçların 
kullanımının dahil olduğu bir çok faktöre bağlı 
olabilir. Yapılan çalışmalarda, ilaçların 
farmakokinetiğinde özellikle etkin rol alan 
taşıyıcı proteinlerin ilgili genlerindeki 
farklılıklar sonucu ifadelerinde meydana 
gelebilecek değişikliklerin, protein düzeyinde 
ve aktivitesinde azalmaya, substrat 
seçiciliğinde değişikliğe ve dolayısıyla ilacın 
farmakokinetik profillerinde değişikliğe, 
etkinlik ve toksisitede bireyler arası 
farklılıklara neden olabileceği bildirilmiştir 
(DeGorter ve ark., 2012; Quintanilha ve ark. 
2019). 
 
Çalışmamızda 5-FU AUC düzeyleri daha 
önceki çalışmalara uyumlu olarak yüksek 
oranda (%40'tan fazla) bireylerarası 
varyasyon göstermiştir.  5-FU AUC değerleri 
96 saatlik infüzyonel 5-FU rejiminin terapötik 
penceresine göre (AUC 20-30 mg.sa / L) 
değerlendirildiğinde; hastalarımızın sadece 
%23'ü terapötik aralıkta kalmıştır. Hastaların  
%16'sı terapötik aralığın üzerinde iken % 
61'inin AUC değerleri terapötik aralığın 
altında kalmıştır. Sonuçlarımız, hastaların 
sadece %20-30'unun uygun doz aralığında 
tedavi edildiğini, hastaların yaklaşık %40-
60'ına düşük doz uygulandığını ve hastaların 
%10-20'sinde doz aşıldığını bildiren daha 
önceki çalışmalarla uyumlu olmuştur 
(Gamelin ve ark., 2008; Baumer ve ark 2019).  
MDR1 rs1045642 varyasyonu ile 5-FU 
maruziyeti arasında istatistiksel olarak 
anlamlı ilişki gözlenmiştir. Çalışmamızdaki 
plazma bulgularına ters olarak MDR1 
rs1045642 T allelini taşıyan hastalarda diyare 
daha fazla görülmüş ve bu sonuç Gonzelez-
Haba ve ark. (2010) tarafından yapılan 
çalışmanın bulguları ile uyumlu bulunmuştur. 
MDR1 proteinin en önemli ekspresyon yerinin 
ince barsaklar olması nedeni 5-FU plazma 
konsatrasyonundan bağımsız olarak ince 
barsaklardaki protein düzeyleri ile ilişkili 
olarak diyare görülmesi olası ihtimal olarak 
değerlendirilmiştir.  

Genotip Yan etki p  

MDR1 rs1045642 

Bulantı 0,030 

Diyare 0,008 

Nefrotoksisite 0,032 

      

ABCG2 
rs2231142 Trombositopeni 

0,002 

      

SLC22A2 
rs316019 

Lökopeni 
0,011 

Nötropeni 0,011 

      

ABCC5 rs562 Anemi 0,032 

      

ABCC1 
rs4781699 

Karaciğer 
toksisitesi 

0,002 

Nefrotoksisite 0,017 

      

SLC31A1 
rs10981694 

Karaciğer 
toksisitesi 

0,007 

Nefrotoksisite 0,001 

      

ATP7B     
rs1801243 Diyare 

0,017 

      

SLC16A10 
rs14399 Stomatit 

0,018 

      

ABCC2rs717620 
ve rs3740066 

Progresyonsuz 
sağ kalım  

0,02     
0,050 
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Hastalardaki serbest ve total platin AUC0-24sa 
değerlerinde bireylerarası farklılık sırası ile 
%26 ve %16 olarak daha düşük oranda 
gözlenmiştir. SLC22A2 rs316019 varyasyonu 
ile serbest sisplatin maruziyeti arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 
gözlenmiştir (p= 0,018). Qian ve ark (2016) 
tarafından yapılan bir çalışmada SLC22A2 G 
alleleni taşıyan küçük hücreli olmayan 
akciğer kanserli (KHOAK) hastalarda platin 
bazlı tedavinin daha iyi tolere edildiği 
gösterilmiştir. Çalışmamızda da T allelini 
taşıyan hastaların serbest platin maruziyeti 
sadece G allelini taşıyanlara göre 1.5 kat 
daha fazla bulunmuştur. Aynı zamanda 
çalışmamızda SLC22A2 rs316019 varyantı 
ile lökopeni ve nötropeni arasında da 
istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 
bulunmuştur (p=0.011). Yine Qian ve ark 
(2016) yaptığı çalışma ile uyumlu olarak G 
alleli taşıyan hastalarda lökopeni ve nötropeni 
daha az görülmüştür. Aynı çalışmada ABCC2 
(rs717620, rs2273697, and rs3740066) ve 
ABCB1 (rs1045642) varyantları ile toksisite 
arasında çalışmamız ile uyumlu olarak 
anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. Xu ve ark. 
(2012)  KHOAK hastalarında,  CTR1 
(SLC31A1) (rs10981694 A > C) varyantının 
ototoksisiteye daha duyarlı olduklarını 
göstermiş ve bizim çalışmamızda da bu 
varyant ile nefrotoksisite ve hepatotoksisite 
arasında anlamlı bir ilişki gözlemlenmiştir.  
 
Çalışmamızda SLC22A2 rs316019 T allelini 
taşıyan 6 hastada sadece G allelini taşıyan 1 
hastaya göre anlamlı olarak kısmı radyolojik 
yanıt rapor edilmiştir. G allelini taşıyan 18 
hasta progrese olur iken T allelini taşıyan 
sadece 2 hastada progresyon saptanmıştır. 
ABCC1 rs4781699 varyantı ise progresyon 
ile de anlamlı bir ilişkili bulunmuştur. ABCC2 
rs717620 ve rs3740066 mutasyonları ile 
progresyonsuz sağ kalım arasından anlamlı 
bir ilişki bulunmuştur (p=0,02 ve p=0,050, 
sırası ile).  Li ve ark. (2016) platin/5-Fu rejimi 
ile tedavi olan ileri evre mide kanserli 
hastalarda yaptıkları bir çalışmada ABCC2 
rs717620 mutasyonu ile tedavi yanıtı 
arasında anlamlı bir fark bulmuşlardır.  
Çalışmamızda da bulunduğu üzere TT/TC 
genotipini taşıyanlar sadece CC genotipine 
göre tedaviye daha iyi yanıt vermişlerdir.    
Minimum toksik etki ile maksimum terapötik 
etkinliğin sağlanabilmesinde özellikle bireye 
özgü tedavi ve dozlama yapılması oldukça 
önemlidir. Bireyler arasındaki genetik 
farklılıklardan dolayı ilaçların etkinliklerinin ve 
toksisitelerinin değişkenlik göstermesi, 

uygulanan ilaç rejiminin dozlarının 
bireyselleştirilmesini gerekli hale 
getirmektedir.  
Bu çalışmanın bulguları, sağkalım oranı 
düşük HER2 ekspresyonu göstermeyen 
metastatik gastrik/gastroözofageal bileşke 
adenokarsinomlu hastalarda sisplatin/5-FU 
kombinasyonu ile tedavide görülen yan 
etkilerin öngörülebilmesi ve önlenebilmesi ve 
şiddetinin azaltılması, tedavi rejimine karşı 
direnç oluşumunun öngörülebilmesi, direnç 
farklılıklarına bağlı olarak uygun doz 
şemasının belirlenmesinde klinisyene destek 
olunması, günümüzde gittikçe sayıları artan 
farmakogenetik testlerin onkoloji alanındaki 
uygulanabilirliğinin değerlendirilmesine katkı 
sağlayacaktır.  
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Farelerde Valproik Asit ile Oluşturulan 

Otizm Modelinde Seftriaksonun Etkisi 

 
Ruhan Deniz TOPUZ 
 
Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi  
Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı, Edirne. 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 
 
Otizm spektrum bozukluğu (OSB); sosyal 
etkileşimde ve sözel/sözel olmayan iletişimde 
bozulma, ilgi ve etkinliklerde sınırlılık ve 
yineleyici davranışlarla karakterize 
nörogelişimsel bir bozukluktur. OSB’nin 
patofizyolojik mekanizması henüz 
aydınlatılamamıştır. OSB’de karşılaşılan 
davranış bozukluklarının giderilmesi ve 
hastanın zihinsel işlevlerini desteklemek 
amacıyla günümüze kadar birçok ilaç 
denenmiş ve ilaçların çoğu, sınırlı derecede 
faydalı olmuştur (Masi ve ark. 2017). 
Beyinde bulunan en önemli inhibitör 
nörotransmiter olan gaba aminobütirik asit'in 
(GABA) ekstraselüler konsantrasyonunda 
meydana gelen değişikliklerin otizm 
hastalarında görülen davranış bozukluklarına 
neden olabileceği düşünülmektedir (Kent 
2016; Owens and Kriegstein 2002). OSB olan 
bireylerde GABA seviyesi ile, GABA/glutamat 
oranlarının normal bireylere göre oldukça 
düşük olduğu bilinmektedir (Abu Shmais ve 
ark. 2012; Harada ve ark. 2011). 
Beyindeki glutamatın ekstrasellüler 
konsantrasyonu ise, glutamat taşıyıcı sistemi 
tarafından kontrol edilmektedir. Bu taşıyıcı 
sisteminin en önemli üyesi ise glutamat 
uptake’inin %90’ını sağlayan glutamat 
taşıyıcı-1'dir (GLT-1) (Danbolt 2001). 
Bununla birlikte son dönemlerde, beta laktam 
antibiyotiklerden olan seftriaksonun GLT-1 
ekspresyonunu artırdığı yönünde birçok 
çalışma bulunmaktadır (Rothstein ve ark. 
2005). 
Tüm bu bilgiler ışığında, bu çalışmamızda, 
valproik asitle (VPA) oluşturulan otizm 
modelinde seftriakson ile GLT-1  
ekspresyonunu artırarak sinaptik aralıktaki 
glutamat miktarını azaltmayı ve bu azalmanın 
OSB’deki davranışsal testlere etkisini 
araştırmayı amaçladık.  

 
 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
 
Çalışmamız Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı Davranış ve 
Ağrı Laboratuvarlarında Hayvan Etiği 
Evrensel İlkeleri ve İyi Laboratuvar 
Uygulamaları Kılavuzuna uygun olarak 
gerçekleştirildi. Çalışma, Trakya Üniversitesi 
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nca 
onaylandı (TÜHADYEK 2016/43). 
Bu araştırmada 20-30 gram ağırlığında 
Balb/c türü dişi ve erkek farelerin 
çiftleştirilmesi sonucu gebe kalan ve gebeliği 
döneminde gruplarına uygun olarak salin ya 
da VPA’ya maruz kalan annelerden doğan 
erkek yavru fareler kullanıldı. Toplamda 96 
adet Balb/c türü erkek fare, her grupta 8 adet 
olmak üzere, 12 gruba ayrıldı. Deneklerin 
hepsi havalandırma ve ısıtma sistemleri 
otomatik olarak ayarlanan standart 
laboratuvar koşullarında, standart fare yemi 
ve musluk suyu verilerek barındırıldılar.  
VPA uygulama günü ve dozu çeşitli 
çalışmalarda farklılık göstermesine karşın, 
çalışmamızda, daha sık kullanılan 600 mg/kg 
dozu tercih edildi (Kataoka ve ark. 2013). 
Gebe annelere gestasyonel 12.5. günde tek 
doz 600mg/kg VPA (Sigma), 10 ml/kg 
hacminde uygulandı. Otizmdeki rolünü 
araştırmak amacıyla kullandığımız 
seftriakson (Avis) yavru farelere postnatal 47-
57. günler arasında 50-100-200 mg/kg 
dozlarında uygulandı. Kontrol gruplarına salin 
10 ml/kg hacminde uygulandı. Bütün 
enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yapıldı.  
Tüm gruplarda farelere 54 günlük 
olduklarında sırasıyla, rota rod, 3 odalı 
sosyallik ve sosyal yenilik testi (three 
chamber), yükseltilmiş artı labirent (elevated 
plus maze), hot plate ve açık alan (open field) 
testleri uygulandı 
Çalışma akış şeması Şekil 1’de özetlenmiştir 
 
 
 
 
.
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Şekil 1: Çalışma düzeni. GG: gestasyonel gün, PG: postnatal gün, RR: rota rod testi, 3CHM: 3 

odalı sosyallik ve sosyal yenilik testi, EPM: yükseltilmiş artı labirent testi, HP: hot plate testi, OF: 

açık alan testi.  

 

Davranış Deneyleri 

 

Rota rod testi 

Rota rod testi deneklerin motor koordinasyon, 

denge ve performanslarının değerlendirilmesi 

amacıyla kullanılan bir testtir (Rozas ve ark. 

1997). Çalışmamızda rota rod performans 

testi iRotamex 4/8 (Columbus Instrument, 

ABD) ile yapıldı. Birbirinden tamamen 

ayrılmış 4 kabinden oluşan düzeneğin (kabin 

genişliği 10 cm, yüksekliği 45 cm ve derinliği 

30 cm) ortasından belirli bir hızda (16 rpm) 

dönen yatay silindir (rod) geçmektedir. 

Denek, bu silindir üzerinden aşağı düşmemek 

için, silindirin döndüğü yönün tersi yönünde 

yürümeye çalışır. Deney öncesinde farelerin 

test ortamına alışması amacıyla dönen 

silindir üzerinde birkaç kez tekrar bırakıldı. 

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testi 

Test, 3 odadan oluşan, odacıklar arasında 

farenin serbest dolaşmasına izin veren 

kapıların bulunduğu ve gerektiğinde kapıların 

kapatılabildiği bir düzenek içerisinde 2 ardışık 

günde yapıldı. Düzeneğin üzerinde tavana 

sabitlenmiş kamera aracılığıyla video 

görüntüleri bilgisayara aktarıldı. İlk gün, 

farenin alışmasının sağlanması için düzenek 

içinde 30 dakika boyunca serbest bırakıldı ve 

kayıt alınmadı. Deneyin 2. günü 3 bölümden 

oluşmaktadır. Deneyin ilk 5 dakikasında fare, 

deney düzeneğinin ortasına kondu, sağ ve 

sol odacıkların kapıları kapalı halde ortama 

alışması sağlandı. Deneyin 2. yarısında 

düzenekte sol bölmedeki kafes içine deneğin 

daha önce görmediği yabancı bir fare (aynı 

ırk ve yaşa sahip deney gruplarının dışında 

bir fare) yerleştirildi ve denek hala orta 

bölmedeyken duvarlar kaldırıldı. 10 dakika 

kayıt alındı ve analize dahil edildi. Bu ilk 10 

dakikalık kısımda deneğin, yabancı fare ile  

olan iletişimi ve gösterdiği sosyal davranış 

analiz edildi. Hayvan, tekrar deney 

düzeneğindeki orta bölüme alındı duvarlar 

kapatıldı, sol bölmedeki kafes sağ bölüme 

alındı, sol bölmedeki kafese ise başka bir 

yabancı fare yerleştirildi. Duvarların 

kaldırılması ile deneyin üçüncü ve son 

kısmına geçildi, 10 dakika kayıt alındı. 

Deneyin ilk 10 dakikasında sosyalleşme test 

edilirken ikinci 10 dakikalık bölümde sosyal 

yeniliğe uyum test edildi. Yabancı fareler de 

kendi içerisinde numaralandırıldı ve teste 

alınan fareler ile bir defadan fazla 

karşılaşmamaları sağlandı. Videolar 

Ethovision XT 11,5 (Noldus, Hollanda) Mouse 

Behavior modülü kullanılarak analiz edildi. 

Deneğin bölmelerde geçirdiği süre, kafes 

içindeki farelerle olan koklaşma süreleri 

değerlendirildi. 

Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

Yükseltilmiş artı labirent testi, ilk olarak 1985 
yılında tanımlanmıştır (Pellow ve ark. 1985). 
Bu test, yerden 40 cm yükseklikte, 2 açık kol, 
2 kapalı kol ve bunların birleştiği merkez 
bölümden oluşan artı şeklinde hazırlanmış bir 
deney düzeneğidir. Açık kollar ile kapalı kollar 
karşılıklı konumlanmış olup, düzenek 50 cm x 
10 cm boyutlarındadır  
Açık ve kapalı kolların birleştiği merkez 
bölüme fare bırakıldıktan sonra, düzeneğin 
üzerinde tavana sabitlenmiş kamera ile 5 
dakikalık kayıt alındı. Kayıt edilen videolar 
Ethovision XT 11,5 (Noldus, Hollanda) 
programı aracılığıyla analiz edildi. 

Açık alan testi 

Bu test deney hayvanlarının genel aktivite 

düzeylerinin, lokomotor aktivitelerinin ve keşif 

alışkanlıklarının belirlenmesinde kullanılan 

basit bir sensorimotor testtir ve ilk kez 1936 

yılında Hall ve ark. tarafından tanımlanmıştır 

(Hall 1936).  
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Hall ve arkadaşlarınca tabanı daire şeklinde 

tanımlanan testin, kare şeklinde olanı 1971 

yılında Soubrie tarafından geliştirilmiştir 

(Soubrie 1971).  

Düzenek üzeri açık, dört yüzü ve tabanı siyah 

mat pleksiglas malzemeden (60 cm x 60 cm) 

oluşan panellerle kapalı bir kutudur. 

Düzeneğin üzerinde tavana sabitlenmiş bir 

kamera aracılığıyla alınan kayıtlar bilgisayara 

aktarıldı. 

Deneye, farenin düzeneğin tam merkezine 

bırakılmasıyla başlandı ve 10 dakikalık kayıt 

alındı. Videolar Ethovision XT 11,5 (Noldus, 

Hollanda) programı aracılığıyla analiz edildi. 

Bu test ile deneklerin toplam kat ettikleri 

mesafe, düzeneğin merkezinde geçirdiği süre 

ve arka ayakları üzerinde durma (rearing) 

sayıları tespit edildi. 

Hot Plate Testi 

Bu test genellikle farelerde ağrı 

hassasiyetinin değerlendirilmesinde 

kullanılır. Denekler standart ısıtılmış (55 °C) 

bir levha üzerine bırakıldı ve ayağını 

yalaması, ayağını levha üzerinden kaldırması 

ya da zıplama hareketi göstermesi deneyi 

sonlandırdı. Aradaki süre kayıt edildi. 

Hayvanda doku hasarı meydana gelmemesi 

amacıyla cut-off süresi 25 saniye ile sınırlı 

tutuldu. 

Western Blotting  

Doku örnekleri beynin hipokampüs 

bölgesinden punch biyopsi ile alındıktan 

sonra tartıldı ve kayıt edildi. Dokular tüm 

gruplar tamamlanana kadar -80°C’de 

saklandı. Örnekler ağırlıklarına uygun 

miktarda proteaz ve fosfataz inhibitör içeren 

doku ekstraksiyon tamponu ile muamele 

edildi, +4°C’de cam boncuk kullanılarak 

homojenizasyon yapıldı. 30 dakika buz 

üzerinde inkübe edilen örnekler +4°C’de 

10.000 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. 

Supernatantı alınan örnekler, tekrar santrifüj 

edildi. Örneklerin protein miktarları, üretici 

firmanın önerdiği prosedüre uygun olarak 

Qubit Fluorometer ile ölçüldü. Bu aşamada 

protein miktarı belirlenen tüm örnekler, eşit 

miktarda protein içerecek şekilde, örnek 

tamponu (sample buffer), örnek indirgeyici 

(sample reducing agent) ve distile su 

miktarları da hesaplanarak yüklenmek üzere 

hazırlandı. Yürütme tamponu (running buffer) 

hazırlandı. Bakılacak olan proteinlerin 

moleküler ağırlığına uygun olan hazır jelde 

(Nupage %4-12 Bis-tris gel) dikey 

elektroforezde yürütüldü. Yürütülen örnekler 

iblot semidry blotting sistemi kullanılarak 

nitroselülöz membrana transfer edildikten 

sonra, membran Western Breeze 

Chemiluminescent Western Blot 

Immunodetection Kit (Invitrogen by Life 

Technologies) kullanılarak örneklerdeki GLT-

1 ve B-aktin miktarları ölçüldü. Bunun için 

membran; 30 dk süreyle bloklama 

solüsyonunda bekletildikten sonra 2 kez ultra 

saf su ile 5 dk yıkandı. Rabbit Polyclonal 

EAAT2/GLT1 (Novus NBP1-20136) antikoru 

bloklama solüsyonunda 1/1000 dilüsyonda 

hazırlandı, bir gece +4ºC’de çalkalayıcıda 

bekletilerek primer antikorun membrana 

aktarılmış olan GLT-1’e bağlanması sağlandı. 

Membran, kit içinde hazır bulunan yıkama 

solüsyonunda 3 kez 10 dk yıkanarak 

bağlanmamış primer antikor uzaklaştırıldı, 

sonra 30 dk boyunca yine kit içinde hazır 

bulunan sekonder antikora maruz bırakıldı. 

Membran, üç kez 10 dk yıkama 

solüsyonunda yıkandıktan sonra, 2 kez 5 dk 

distile su ile yıkandı. Bu işlemler sonunda 

membran görüntü alma aşaması için hazır 

hale getirilmiş oldu. Kit içinde hazır bulunan 

kemiluminesans ile 5 dk muamele edilen 

membran, TÜTAGEM’de bulunan 

ChemidocTM MP Imaging System (Model 

No: Universal Hood 3, Biorad) cihazı 

kullanılarak görüntülendi.  Daha sonra aynı 

membranlara hazır olarak alınan Restore 

Western Blot, Stripping Buffer (Thermo 

Fisher 21059) kullanılarak protokolüne uygun 

şekilde yıkama yapıldı. Aynı membranlar bu 

kez 1/1000 dilüsyonda Rabbit Polyclonal β-

Actin Antibody (Novus NB600-503) ile 

+4ºC’de bir gece çalkalayıcıda bekletildi. 

GLT-1 için yapılan işlemler aynı sırayla 

tekrarlandı ve görüntüleme yapıldı. 

İmmünohistokimya Protokolü 

İmmünohistokimyasal incelemeler için 

parafine gömülen beyin dokusu 

örneklerinden 5 µm kalınlığında kesitler alındı 

ve bir gece 56°C’lik etüvde bekletildi.  

Ardından toluol (Merck) ile deparafinizasyon 

ve düşen alkol serileri (%100-%70) ile 

rehidrasyon işlemleri uygulanan preparatlar, 
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antijen geri kazanımı için sitrat tamponunda 

(pH 6, Invitrogen) kaynatıldı. Sonrasında 

kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini 

gidermek için H2O2 (Abcam, Cambridge, 

ABD)’ye maruz bırakıldı. Spesifik olmayan 

bağlanmaları engellemek amacıyla, 

sekonder antikorun üretildiği türe uygun 

bloklama solusyonunda (Invitrogen) 10 dk. 

inkübe edilen kesitler, oda sıcaklığında, 

antikor dilüe etme solüsyonuyla (Invitrogen) 

hazırlanan EAAT2/GLT1 antikorunda (Novus 

Biologicals, NBP1-59632) gece boyu +4°C’de 

bekletildi. Primer antikorun üretildiği türe karşı 

olan biyotinlenmiş sekonder antikorda 

(Invitrogen) 10 dk. oda ısısında tutuldu ve son 

olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk 

muamele edildi. DAB (Invitrogen) ile 

kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile 

zıt boyaması yapıldı ve entellanla kapatıldı. 

Hazırlanan preparatlar BX-51 Olympus 

marka araştırma mikroskobunda incelenerek, 

fotoğrafları çekildi.

İstatistiksel Analiz 

Verilerin sunulmasında tanımlayıcı istatistik 

kullanıldı. Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik 

testi, yükseltilmiş artı labirent testi, açık alan 

testi, hot plate testi, immunohistokimyasal 

inceleme ve western blotting sonuçlarının 

analizinde, ikili karşılaştırmalarda t testi, çoklu 

karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi, 

ANOVA ve post hoc Bonferroni testi 

kullanıldı. Analizler Graphpad Prism 6.0 for 

Mac OS X yazılımında gerçekleştirildi ve p ˂ 

0,05 anlamlı kabul edildi.  

BULGULAR 

İntrauterin Valproik Asitin Etkileri 

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 

bölümünde, intrauterin 12,5. günde VPA 

uygulanan annelerden doğan erkek farelerin 

dolu kafesin bulunduğu bölmede geçirdikleri 

süre salin uygulanan gruba göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede azdı 

Şekil 2: İntrauterin VPA’nın etkileri. A) 3 CHM testi boş kafes ve dolu kafes bölümlerinde geçirdikleri 

süre B) 3 CHM testi tanıdık ve yabancı hayvanların bulunduğu kafeslerin yanında geçirdikleri süre 

C) OF testi merkezde geçirilen süre D) EPM testi açık kollarda geçirilen süre E) HP testi pençe 

çekme süresi. 

(*: p<0,05; **:p<0,01; ***p<0,001 salin grubuna karşı n=8, eşleştirilmemiş t testi. #:p<0,05 aynı 

grubun boş kafesin bulunduğu bölge değerine göre  n=8 , eşleştirilmiş t testi. Grafiklerdeki dikey 

çizgiler standart hatayı göstermektedir.) 
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(Şekil 2A, p=0,0135; eşleştirilmemiş t testi). 

VPA alan grubun dolu bölmede geçirdiği 

zaman boş bölmede geçirdiğine göre de 

kısaydı (Şekil 2A, p=0,0181; eşleştirilmiş t 

testi).  

Bu testin ikinci aşamasında, deneğin tanıdık 

fare ile yabancı fare çevresinde geçirdiği süre 

yeniliklere uyumu ve aynılıkta ısrarı 

değerlendirmede kullanıldı VPA’ya maruz 

kalan farelerin, yabancı fare ile geçirdiği süre 

kontrol grubuna göre daha azdı. (Şekil 2B, 

p=0,020; eşleştirilmemiş t testi). Ayrıca VPA 

grubunun dolu bölmede geçirdiği süre boş 

bölmeye göre oldukça azdı ancak istatistiksel 

anlamlılığa ulaşmıyordu (Şekil 2B, p=0.053; 

eşleştirilmiş t testi).  

Açık alan testinde intrauterin VPA’ ya maruz 

kalan fareler ile salin uygulanan gruptan 

doğan farelerin merkez alanda geçirdikleri 

süre kıyaslandığında, istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark görülmedi (Şekil 2C, p= 

0,2520; eşleştirilmemiş t testi)  

 

 

Yükseltilmiş artı labirent testinde, intrauterin 

günde VPA uygulanan fareler ile, salin 

uygulanan grup arasında açık kollarda 

geçirilen süre bakımından istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark yoktu (Şekil 2D, p=0,7341; 

eşleştirilmemiş t testi).  

Hot plate testinde VPA’ya maruz kalan 

deneklerin ayaklarını plakadan istatistiksel 

olarak anlamlı derecede erken çektikleri 

görüldü (Şekil 2E, p=0,0004; eşleştirilmemiş t 

testi). 

Gruplar arasında rota rod testinde mil 

üzerinde kalınan süre açısından herhangi bir 

fark yoktu (grafik sunulmadı).  

Seftriaksonun Valproik Asite Maruz Kalan 

Gruplar Üzerine Etkisi  

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 

bölümünde, kontrol grubu ile farklı dozlarda 

seftriakson (50, 100, 200 mg/kg) uygulanan  

gruplar arasında bölmelerde geçirilen süre 

açısından istatistiksel olarak anlamlı fark 

görülmedi (Şekil 3A p=0,1566; ANOVA). 

 

 
Şekil 3: İntrauterin VPA uygulanan gruplarda seftriaksonun etkisi A) 3 CHM testi boş kafes ve dolu 

kafes bölümlerinde geçirdikleri süre B) 3 CHM testi tanıdık ve yabancı hayvanların bulunduğu 

kafeslerin yanında geçirdikleri süre C) OF testi merkezde geçirilen süre D) EPM testi açık kollarda 

geçirilen süre E) HP testi pençe çekme süresi.  

 

(*: p<0,05; salin grubuna karşı n=8, tek yönlü varyans analizi, ANOVA #:p<0,05 aynı grubun boş 

kafesin bulunduğu bölge değerine göre n=8, eşleştirilmiş t testi. Grafiklerdeki dikey çizgiler standart 

hatayı göstermektedir.) 
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Ancak kontrol grubunda boş kafes ve dolu 

kafesin bulunduğu bölmelerde geçirilen süre 

açısından bir fark vardı .(Şekil 3A, p=0,0487; 

eşleştirilmiş t testi). Testin ikinci bölümünde 

kontrol grubu ile farklı dozlarda seftriakson 

uygulanan gruplar arasında kafeslerin 

çevresinde geçirilen süre bakımından bir fark 

yoktu (Şekil 3B, p=0,2885;  ANOVA).  

Açık alan testinde seftriakson uygulanan 

gruplarla kontrol grubu arasında merkez 

alanda geçirilen süre açısından herhangi bir 

fark olmadığı görüldü. (Şekil 3C, p= 0,2520 

ANOVA). 

Yükseltilmiş artı labirent testinde, sırasıyla 

artan dozlarda seftriakson (50, 100, 200 

mg/kg) uygulanan gruplarda salin uygulanan 

gruba kıyasla açık kollarda geçirilen süre 

açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

yoktu (Şekil 3D, p=0,3352; ANOVA). Hot 

plate testinde de seftriakson uygulanan 

gruplarla salin uygulanan grup arasında 

pençe çekme süresi açısından bir fark yoktu 

(Şekil 3E, p=0,6308; ANOVA). 

Bu gruplarda da rota rod testinde mil üzerinde 

kalınan süre açısından herhangi bir fark yoktu 

(grafik sunulmadı). 

 

Valproik Asite Maruz Kalan Farelerde 

Dihidrokainik Asitin Etkileri 

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 

bölümünde boş kafesin olduğu bölmede 

geçirilen süre açısından kontrol grubuna göre 

dihidrokainik asit ve dihidrokainik asit+200 

mg/kg sef grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı azalma vardı (Şekil 4A, p=0,0026, 

ANOVA). Dolu kafesin olduğu bölmede 

geçirilen süre açısından da yine dihidrokainik 

asit+200 mg/kg sef grubunda istatistikel 

olarak anlamlı bir artış vardı (Şekil 4A, 

p=0,0304, ANOVA). 

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testinin 

ikinci bölümünde gruplar arasında tanıdık ya 

da yabancı hayvanın bulunduğu kafesinin 

yanında geçirilen süre açısından istatistiksel 

anlamlı bir fark yoktu (Şekil 4B). 

 

 
Şekil 4: İntrauterin VPA uygulanan gruplarda dihidrokainik asitin etkileri A) 3 CHM testi boş kafes 

ve dolu kafes bölümlerinde geçirdikleri süre B) 3 CHM testi tanıdık ve yabancı hayvanların 

bulunduğu kafeslerin yanında geçirdikleri süre C) OF testi merkezde geçirilen süre D) EPM testi 

açık kollarda geçirilen süre E) HP testi pençe çekme süresi.  

 

(*: p<0,05; **p<0,01; salin grubuna karşı n=8, t testi. Grafiklerdeki dikey çizgiler standart hatayı 

göstermektedir.)  
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Açık alan testinde, merkezde geçirilen süre 

açısından dihidrokainik asit ve dihidrokainik 

asit+200 mg/kg sef gruplarında bir fark yoktu 

(Şekil 4C, p<0,4738). 

Yükseltilmiş artı labirent ve hot plate 

testlerinde ise gruplar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark yoktu (Şekil 4D ve 4E). 

İntrauterin Saline Maruz Kalan Gruplarda 

Seftriaksonun Etkisi 

Üç odalı sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 

bölümünde, salin grubu ile farklı dozlarda 

seftriakson (50, 100, 200 mg/kg) uygulanan 

gruplar arasında bölmelerde geçirilen süre 

açısından istatistiksel olarak anlamlı fark 

görülmedi (Şekil 5A, p=0,0705; ANOVA). 

Deneyin bu aşamasında 50 mg/kg ve 

100mg/kg sef gruplarında dolu kafesin 

bulunduğu bölgede geçirilen süre boş kafese 

göre yüksekti (Şekil 5A, sırasıyla p=0,0117 

p=0,0003; eşleştirilmiş t testi). 

Bu testin ikinci aşamasında, kontrol grubu ile 

farklı dozlarda seftriakson uygulanan gruplar 

arasında bölmelerde geçirilen süre açısından 

kontrol grubuna göre fark yokken 50mg/kg 

sef grubunda yabancı farenin yanında 

geçirilen süre tanıdık farenin yanında 

geçirilen süreye göre fazlaydı (Şekil 5B, 

p=0,0108 eşleştirilmiş t testi).  

Açık alan testinde gruplar arasında merkez 

alanda geçirdikleri süre açısından istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark görülmedi (Şekil 5C, p= 

0,2520; ANOVA). Ayrıca gruplar arasında 

hem EPM testinde açık kollarda geçirilen süre 

açısından (Şekil 5D p=0,1207 ANOVA); hem 

de HP testinde pençe çekme süre açısından 

(Şekil 5E p=0,0923; ANOVA) istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark yoktu.  

Seftriaksonun intrauterin dönemde 

seftriakson uygulan gruplarda rota rod 

testinde mil üzerinde kalınan süreye bir etkisi 

yoktu (grafik verilmedi). 

 
Şekil 5: İntrauterin salin uygulanan gruplarda seftriaksonun etkileri A) 3 CHM testi boş kafes ve 

dolu kafes bölümlerinde geçirdikleri süre B) 3 CHM testi tanıdık ve yabancı hayvanların bulunduğu 

kafeslerin yanında geçirdikleri süre C) OF testi merkezde geçirilen süre D) EPM testi açık kollarda 

geçirilen süre E) HP testi pençe çekme süresi. 

  

(*: p<0,05;***p<0,001; aynı grubun boş kafesin bulunduğu bölge değerine göre , #:p<0,05 aynı 

grubun tanıdık farenin bulunduğu bölge değerine göre n=8, eşleştirilmiş t testi. Grafiklerdeki dikey 

çizgiler standart hatayı göstermektedir.)
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Western blotting sonuçları 

Çalışmamızda yer alan grupların western 
blotting verilerine baktığımızda,; intrauterin 
12,5. günde VPA (600 mg/kg) uygulanan 
grupta  GLT-1/β aktin miktarının kontrol 
grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 
yüksek olduğu görüldü (Şekil 6A, p=0,0001; 
eşleştirilmemiş t testi). 
İntrauterin dönemde VPA uygulanan 
gruplarda postnatal kronik seftriakson (50, 
100, 200 mg/kg) uygulamasının GLT-1/β 
aktin oranına anlamlı bir etkisi olmadı (Şekil 
6B p=0,1231; ANOVA). 

 
İntrauterin 12,5. günde VPA (600 mg/kg) 
uygulanan gruplarda tek başına ya da 
seftriaksonla birlikte dihidrokainik asit 
uygulamasının GLT-1/β aktin oranına bir 
etkisi olmamıştır (Şekil 6C p=0,1596; 
ANOVA). 
İntrauterin dönemde salin uygulanan 
gruplarda postnatal kronik seftriakson (50, 
100, 200 mg/kg) uygulamasında 200mg/kg 
dozda GLT-1/β aktin oranında istatistiksel 
olarak anlamlı bir artış oldu (Şekil 6D, 
p<0,0001; ANOVA) 

 

 

Şekil 6: Western blot GLT-1/β aktin oranları ****:p<0,0001 kontrol grubu değerine karşı n=8,. 
Grafiklerdeki dikey çizgiler standart hatayı göstermektedir. 

 

İmmunohistokimya sonuçları  

İntrauterin 12,5. günde VPA ve salin 
enjeksiyonu yapılan gruplar 
karşılaştırıldığında immunohistokimyasal 
boyanma açısından gruplar arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmedi 
(Şekil 7A, p=0,5137; eşleştirilmemiş t testi) 

İntrauterin dönemde VPA ve postnatal 
dönemde salin ve seftriakson enjeksiyonu 
yapılan gruplar kıyaslandığında sadece 
seftriakson 200 mg/kg alan grupta salin göre 
istatistiksel anlamlı olarak daha belirgin bir 
boyanma vardı; ancak dihidrokainik asit 
gruplarında anlamlı bir fark yoktu. (Şekil 7B 
ve 7C, p=0,0001; ANOVA). 
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İntrauterin salin uygulanan gruplarda 
postnatal seftriakson tedavisinin CA1 
bölgesinde GLT-1 immunreaktivitesine bir 
etkisi olmadı.  

Hipokampüs CA1 bölgesine ait GLT-1 
immunboyanmaları Şekil 8’de verilmiştir. 

Şekil 7: Hipokampüs GLT-1 immunhistokimya skorları 

 
Şekil 8: Hipokampus CA1 GLT-1 immunreaktivitesi A) Salin grubu negatif kontrolle birlikte, B) 

VPA grubu, C) VPA +Salin D) VPA+50 mg/kg sef, E) VPA +100 mg/kg sef, F) VPA +200 mg/kg 

sef, G) VPA +dhk asit, H) VPA+dhk asit+200 mg/kg sef, I) Salin+salin, J) Salin +50 mg/kg sef, K) 

Salin+100 mg/kg sef, L) Salin+200 mg/kg sef, ölçek 50μm, büyütme X200) 
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TARTIŞMA 
 
Otizm spektrum bozukluğunun toplumda 
görülme sıklığının artması, etiyolojisinin hala 
belirsiz olması ve günümüzde tam bir 
tedavisinin henüz bulunmaması, birçok 
araştırmacıyı deneysel hayvan modellerine 
yönlendirmiştir. OSB ile ilgili çalışmalar GABA 
ve glutamat konsantrasyonundaki 
değişiklikleri işaret etmektedir. OSB’ye sahip 
bireylerde GABA ve glutamat gibi birçok 
nörotransmiterde anormalliğin söz konusu 
olduğu görülmüş, meydana gelen anormallik 
OSB patogenezi ile doğrudan 
ilişkilendirilmiştir (Wang ve ark. 2018). Otizmli 
bireylerde normal bireylere oranla plazmada 
GABA konsantrasyonu yüksek ve 
glutamat/GABA oranı düşük bulunmuştur (El-
Ansary ve Al-Ayadhi 2014). Bunun aksine, 
başka çalışmalarda otistik bireylerde frontal 
lobda yapılan görüntülemelerde GABA ve 
GABA/glutamat oranlarında düşme olduğu 
gösterilmiştir (Harada ve ark. 2011). 

Günümüzde otizmin glutamatla ilişkisini 
açıklamaya çalışan iki teori bulunmaktadır. 
Bunlardan birincisi 1998 yılında Carlsson 
tarafından ortaya atılan otizmin 
hipoglutamaterjik bir hastalık olduğuna 
yönelik teorisidir. Carlsson bu teorisini NMDA 
antagonisti uygulanan sağlıklı deneklerde 
otizm benzeri semptomların görülmesine ve 
otizmde beynin glutamattan zengin 
nöronların bulunduğu beyin bölgelerinde 
hasar tespit edilmiş olmasına bağlamıştır 
(Carlsson 1998). Diğer teori ise 2006 yılında 
Fatemi tarafından ortaya konan otizmin 
hiperglutamaterjik bir hastalık olduğu 
yönündeki hipotezidir (Fatemi ve ark. 2002). 
Fatemi’nin teorisinin en büyük dayanağı 
Shinohe ve arkadaşlarının (Shinohe ve ark. 
2006) yaptıkları çalışmada otizmli bireylerde 
serum glutamat düzeyinin normal bireylere 
göre yüksek olmasıdır. Sebeplerden bir diğeri 
Fatemi ve ekibinin glutamatın yıkımında 
görevli olan glutamik asit dekarboksilaz 
enziminin otistik bireylerin beyin dokularında 
azalmış olduğunu göstermeleridir (Fatemi ve 
ark. 2002). 

Ektrasellüler glutamat konsantrasyonu 
düzenlenirken kilit rol oynayan, glutamat 
taşıyıcılarından biri olan GLT-1’in miktarında 
ve fonksiyonlarında meydana gelen 
bozuklukların da otizme sebep olabileceği 
yönünde çalışmalar mevcuttur (Mei ve ark. 
2018). Son dönemde yapılan çalışmalar beta 
laktam antibiyotiklerden olan seftriaksonun  

 

kronik kullanımının doza bağlı olarak GLT-
1’in ekspresyonunu artırdığını göstermiştir 
(Yan ve ark. 2009). Seftriaksonun GLT-1 
ekpresyonu üzerindeki indükleyici etkisi daha 
önce anabilim dalımızda yapılmış çalışmada 
da gösterilmiştir (Karaman ve ark. 2013). 

Bu bilgiler varlığında biz de çalışmamızda 
otizmin hiperglutamaterjik bir hastalık olduğu 
hipotezine dayanarak, seftriakson aracılığı ile 
GLT-1 ekspresyonunu artırıp sinaptik 
aralıktaki glutamatı azaltmayı ve yüksek 
glutamat seviyelerinin neden olduğu 
bulguların azalmasını göstermeyi amaçladık. 
Ancak otizm modeli olarak VPA ile 
oluşturulan otizm modelini seçmemiz 
çalışmamızı karmaşıklaştırmıştır. Çünkü 
yapılan çalışmalarda VPA’nın astrosit ve 
oligodentrositlerde EATT’lerin hem mRNA 
hem de proteinlerinin miktarını artırdığını 
göstermektedir. VPA bu etkisini histon 
deasetilaz enziminin inhibisyonu ile 
oluşturmaktadır ve sadece GLT-1’in değil 
diğer glutamat taşıyıcı proteinlerin 
ekspresyonunu da epigenetik etkileri ile 
artırmaktadır (Martinez-Lozada ve ark. 2016). 
GLT-1 miktarındaki artış, çalışmamızda hem 
sadece 12,5. günde VPA alan hem de 12,5. 
gündeki VPA’ya ek olarak postnatal dönemde 
salin alan grupta, kontrol gruplarına kıyasla 
western blot yöntemi ile gösterilmiştir. Ancak 
literatürde GLT-1 miktarındaki artışın ne 
kadar süre devam ettiğine dair bir çalışmaya 
rastlamadık. İntrauterin dönemde uygulanan 
VPA’nın GLT-1 ekpresyonu üzerindeki artırıcı 
etkisinin postnatal dönemde de devam ettiğini 
göstermesi nedeniyle çalışmamız farklıdır. 
Postnatal dönemde kronik uygulanan 
seftriaksonun doza bağlı GLT-1 
ekspresyonunu artırıcı etkisi VPA alan 
gruplarda görülmedi. Bu durum, GLT-1 
miktarındaki artışın zaten VPA ile başlangıçta 
yüksek olmasına ve daha fazla artmamasına 
bağlanabilir; çünkü gebelik döneminde salin 
enjeksiyonu yapılan gruplarda postnatal 
uygulanan seftriaksonun 200 mg/kg dozda 
GLT-1 artışına sebep olduğu çalışmamızda 
gösterilmiştir.  

Çalışmamızda elde edilen davranış bulguları 
değerlendirilecek olursa intrauterin 12.5 
günde uygulanan VPA ile farelerde otizm 
benzeri davranış değişiklikleri 
oluşturulmuştur, ancak anksiyete testlerinde 
bir değişiklik görülmemiştir.  
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Hot plate testinde ise daha önce sıçanlarda 
yapılan çalışmalarda otistik hayvanların 
ağrıya dayanıklı oldukları bildirilmiştir 
(Markram et al. 2008). Çalışmamızda 
farelerin pençe çekme süreleri belirgin 
azalmıştı bu zıtlık hayvan türündeki farklılığa 
bağlı olabilir. Otizm gruplarında postnatal 47-
57. Günler arası uygulanan seftriakson 
tedavisinin davranış bulguları üzerine 
iyileştirici bir etkisi olmadı. Yaptığımız literatür 
taramasında otistik hayvanlar üzerinde 
yapılmış ve seftriaksonun etkilerini inceleyen 
bir çalışma  
göremedik, ancak seftriakson tedavisinin 
otistik bir çocukta agresif davranışları azalttığı 
yönünde bir olgu sunumu bulunmaktadır. 
Zaten bu olgu sunumu çalışmaya yola 
çıkarken temel aldığımız çalışmalardan 
biriydi (Ghanizadeh ve Michael 2015) 
Çalışmamızda seftriaksonun etkisini GLT-1 
üzerinden yapıp yapmadığını anlayabilmemiz 
için, GLT-1 taşıyıcı inhibitörü olan 
dihidrokainik asit uygulandı. Üç odalı 
sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 
aşamasında sadece dihidrokainik asit 
enjeksiyonu boş kafes yanında geçirilen 
süreyi azalttı; ancak diğer ağrı ve anksiyete 
testlerinde bir fark görülmedi. John ve 
arkadaşları sıçanlarda yaptıkları 
çalışmalarda amigdalaya dihidrokainik asit 
yapılmasının anksiyete ve depresif 
davranışları indüklediklerini göstermişlerdir 
(John ve ark. 2015). Normal hayvanlar 
üzerinde yapılan bu çalışma bulunmasına 
rağmen otistik hayvanlar üzerinde 
dihidrokainik asitin etkisini inceleyen bir 
çalışma bulunmamaktadır. Seftriaksonun 
kronik kullanımının intrauterin dönemde salin 
enjeksiyonu yapılan gruplar üzerindeki 
etkisini incelediğimiz gruplarda üç odalı 
sosyallik ve sosyal yenilik testinin 
sosyalleşme aşamasında deneklerin dolu 
kafesin bulunduğu bölgede daha çok zaman 
geçirdiği görüldü. Bu bulgu seftriaksonun 
deneklerin sosyalleşmesini artırdığı şeklinde 
yorumlanabilir. Ancak üç odalı testin ikinci 
bölümünde ve diğer davranış deneylerinde 
seftriaksonun bir etkisi görülmedi. Oysa 
Ocasio ve ark. (Matos-Ocasio ve ark. 2014) 
yaptıkları çalışmada, sıçanlara kronik olarak 
seftriakson (200 mg/kg) uygulamışlar ve 
deneklerin açık alan test düzeneğinin 
duvarlara yakın bölümünde, düzeneğin 
merkezine kıyasla daha az zaman 
geçirdikleri, dolayısıyla daha az anksiyeteye 
sahip olduklarını gözlemlemişlerdir. Şavlı’nın 
yaptığı bir çalışmada ise akut olarak artan 

dozlarda seftriakson uygulanmasının (50, 
100, 200 mg/kg) anksiyolitik etki oluşturmak 
için yeterli olmadığı gösterilmiştir (Şavlı 
2014). Çalışmamızla literatürler arasında 
gözlemlenen bu farklılıklar, çalışmamızda 
kullanılan fare ırkına, seftriaksonun 
uygulanma süresi gibi farklılıklara 
bağlanabilir. 

Çalışmamızın tümüne baktığımızda western 
blot ve immunohistokimyasal inceleme 
sonuçlarının birbiri ile korele olmadığı dikkat 
çekmektedir. İki incelemenin arasındaki fark 
örnek alınma yöntemleri arasındaki farka 
bağlı olabilir. Western blotting için punch 
biyopsi yapılarak hipokampüsten rastgele 
örnek alınmıştı, ancak immunohistokimyasal 
inceleme hipokampüsün farklı bölgelerinde 
ayrı ayrı değerlendirildi. Buna ek olarak her 
grupta yer alan sekizer hayvanın dördünün 
sağ diğer dördünün ise sol hemisferleri 
western blot ve immunohistokimya için 
ayrıldı. Sonuçlar arasındaki farklılık belki de 
otizmde sağ ve sol hemisferlerde farklılıklar 
olmasına bağlı olabilir. Daha sonra yapılacak 
çalışmalarda serebral hemisferlerde 
hipokampüsün bütün olarak çıkarılmasının ve 
hep aynı hemisferde inceleme yapılmasının 
sonuçların daha güvenilir olmasını 
sağlayacağı düşüncesindeyiz 

Çalışmamızdaki sonuçları bir bütün olarak 
değerlendirmemiz gerekirse iki teori 
üretebiliriz. Bunlardan birincisi intrauterin 
dönemde VPA enjeksiyonu yapılması otizm 
benzeri davranışlara yol açıyorsa ve bu etki 
GLT-1 ekspresyonundaki artışa bağlıysa 
otizm hipoglutamaterjik bir hastalık olarak 
yorumlanabilir. Çünkü artan GLT-1 sinaptik 
aralıktaki glutamat miktarının azalmasına 
sebep olacaktır. Ancak burada akla 
getirilmesi gereken soru intrauterin dönemde 
bir kez maruz kalınan VPA’nın etkisinin bu 
kadar uzun süre devam edip etmeyeceğidir. 
İkinci teori ise otizm hiperglutamaterjik bir 
hastalık olması ve GLT-1 ekspresyonunun 
kompansasyon mekanizması olarak 
artmasıdır. Eğer otizm hiperglutamaterjik bir 
hastalıksa seftriakson gibi GLT-1 
ekspresyonunu artıran ilaçlar otizm tedavisi 
için bir umut olabilir. Ancak bu teorilerin 
desteklenmesi için farklı otizm modelleri 
üzerinde yapılan çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Destek 
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