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Prof. Dr. ismet Dokmeci’nin anisina,

Hazirlayan: Prof. Dr. Ahmet Ulugdl
Biyografisi

Anne tarafindan dedesi Canakkale
sehitlerinden Mehmet Kbése'nin torunu,
baba tarafindan istiklal savasl
gazilerinden Mustafa Dékmeci’'nin torunu
olarak 28 Kasim 1942’de Corum Devlet

Hastanesi’nde dunyaya geldi.

ilkokul 1. ve 2. Sinifi Ankara’da Etlik
ilkokulu ve Ismet Pasa Ilkokulunda
okuduktan sonra babasi merhum Osman
Doékmeci'nin memuriyetinden dolayi pek
cok sehirde farkh okullarda okumak
Ardahan  Posof

ilgesinde 3. ve 4. Sinifi, Konya’nin

zorunda  kalmistir.
Kadinhani ilgesinde ise ilkokul 5.sinifi
bitirmigtir.

BlylUkbabasi ve Blyukannesinin yanina
giderek Ortaokul 1. Sinifi Iskilip’ te, 2.
Sinifi Konya’da ve son sinifi Corum Alaca
da okuyarak tamamlamistir. Lisede yarim
donem Yozgat Lisesine gittikten sonra
babasinin tayininin Ankara’ya ¢ikmasiyla
Gazi Lisesine yazilmis ve lise egitimini

burada Fen alaninda tamamlamistir.

1960 yilinda Ankara Universitesi Veteriner

Fakdltesine baglayarak Tarim

Bakanhgindan aldigi burs ile 5 yilhk

egitimini Gstln basari ile bitirmistir.

Mezun olduktan sonra 1965 yilinda

atanarak Kirklareli'nde meslege

baslamistir.

Milli Egitim Bakanhgi tarafindan Yuksek
Ogrenim Genel Mudirligi’'nin  “1416
Ecnebi Memleketlere Gonderilecek Talebe
Hakkinda Kanun’a dayandirilarak agiimis
olan sinavda basarili olarak, 1966 yilinda
Fransa Toures sehrinde 1 yil lisans
sinavinl tamamladiktan sonra, Briksel de,
Bruksel Universitesinde Farmakoloji
Profeséri  Paul Genoux Janpa’nin
danismanhginda Yiksek Lisansini

yapmistir.

1971'de Fransa Nancy Universitesinde
Prof. La Marche

Farmakoloji Doktorasini tamamlayarak

danigsmanliginda

yurda donmustar.

Milli Eg@itim Bakanhgi tarafindan zorunlu
hizmet gérevi icin Hacettepe Universitesi
Farmakoloji A.D' da Ogretim Gorevlisi
olarak goéreve baslamistir. Burada Tip
Fakultesi, Dis Hekimligi, Eczacilik
Fakdlteleri ve Hemsirelik Yiksekokulunda

2 yiIl Farmakoloji dersi vermigtir.

Zorunlu hizmetini tamamladiktan sonra
Firat Universitesine gecmis ve vyeni
kurulan Elazi§ Veteriner Fakiltesinin
kuruculari arasinda vyer almistir(1973-
1975).

11 Kasim 1975 vyilinda Farmakoloji

Docenti olmustur.



1975-1978 yillarinda Diyarbakir Dicle
Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji

A.D’da gorevine devam etmistir.

1977 vyilinda Tip Fakiltesi tarafindan
basilan ilk eseri olan Farmakoloji kitabini

burada yazmistir.

1978 yili sonunda i.U Edirne Tip Fakiiltesi
kadrosuna gecerek 1982 vyilina kadar
40.madde uyarinca Cerrahpasa Tip

Fakdltesinde dersler vermistir.

1981 yilinda 1750 sayili Kanuna gére i.U
Senatosu ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Kurulu tarafindan onaylanarak

Profesdrlige atanmigtir.

1982 yiinda Trakya Universitesinin
kurulmasiyla 2547 sayili kanun uyarinca
YOK tarafindan Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Dekanligina ve Rektor
Yardimciligina atanmistir. Universitenin ve

Tip fakultesinin kurucularindandir.

Nisan 1984 yilinda Dekanlik ve Rektor

Yardimciligi gOrevlerinden ayrilarak

Ogretim Uyeligi gdrevine devam etmistir.

1985 yilinda Farmakoloji kitabinin 2.

Baskisini yayinlamistir.

idari  gérevlerinden  sonra kendini
akademik calismalara vermis lisans
egitimi yaninda yuksek lisans
programindan bilim adami vyetistirme

cabasina girmigtir.

1988 yilinda Prof. Dr. Paul Vanhoutte’nin
daveti Uzerine Fransiz Hukdmeti
tarafindan burs alarak ders vermek ve
arastirma yapmak Uzere Paris

Universitesinde bulunmustur.

1992-1998  yillan

Universitesi  Saglik  Bilimleri  Enstiti

arasinda  Trakya

Muidarlaginh  yaparak birgok  YUksek
Lisans ve Doktora Programinin agiimasini
saglayarak Ulkeye aydinlik genclerin

kazandiriimasini saglamistir.

1998-2004 yillari arasinda akademik
c¢alismalarina yogunluk vererek Turkge
Okunuslu Tip S6zIGgu’nd de bu yillarda

yazmigtir.

2004 yihnda Saglik Bilimleri Enstitl
MudurlGglne tekrar atanarak Toksikoloji
Bilim Dali dahil olmak (zere birgok
doktora

programinin acllimasini

saglamistir.

40 yil askin suren Universite aski,1 Ekim
2009 yihinda yas haddinden emeklilikle
sona ermesine ragmen kitap yazmaya

devam etmis ve egitime katki vermistir.

Ulusal dergilerde yayinlanmis 50, SCI' de

yer alan uluslararasi dergilerde
yayinlanmis 20 makalesi bulunmaktadir.
Ayrica, akademik hayati  boyunca
yayinladigi, ¢ogunlugu Farmakoloji kitabi
olmak iizere, ilag Rehberi ve Tip SézIigii

dahil, toplam 29 kitabi vardir.

Bugun kitaplart saglk alaninda Tdm
Turkiye'de birgok Universite de ders kitabi

ve kaynak olarak okutulmaktadir.

Ardinda birakmis oldugu pek ¢ok eserle
ve yetistirmis oldugu dAgrenciler ile adini

yazdirmistir.



Prof. Dr. iclal Cakici Anisina,

Hazirlayan: Dog. Dr. Bilgen Basgut
Biyografisi

Prof. Dr. iclal Cakici, 26 Agustos 1956
yilinda dogdu.

1980 vyilinda Universitesi

Eczacilik Fakiltesinden mezun olmustur.

Hacettepe

1983 vyilinda yiksek lisansini  Gazi
Universitesi Dig Hekimligi Fakiltesi, 1988
yilinda doktora egitimini Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiltesi Farmakoloji Anabilim
Dalinda tamamlamistir. 1989 yilinda Gazi
Universitesi Eczacilik Fakultesi Farmakoloji
Anabilim Dalinda yardimci dogent olarak
calismaya baslayan hocamiz, 1992 yilinda
dogent, 1998 vyilinda professor Gnvani
almistir. 2004 yilinda Gazi Universitesi'nden
emekli olarak, Yeditepe Universitesi
Eczacillk Fakultesi Farmakoloji anabilim
dalinda g¢alismaya baglamis ve 4 yil sireyle
anabilim dali baskanhgi gorevini
yuratmistir. Es zamanli olarak ayni
Universiteye bagli Biyoesdegerlik
Merkezinde 2006 yilinda Kalite Guvence
Madarta, 2007 yilinda ise Genel Muadar
olarak goérevine devam etmigtir. 2008

yilindan itibaren Nobel ilag A.S'de Klinik

Arastirmalar MUdari  olarak  g¢alismaya
baglamistir. Daha sonra ayni firmada
goérevine Teknik Gelistirme Mudlrt olarak
devam etmistir. Turk ilag Sanayii Derneginin
Biyoesdegerlik Calisma Grubu Baskanhgini
da yuruten hocamiz, ayni zamanda Yakin
Dogu Universitesinde farmakoloji lisans ve
lisansustl egitimlerine katkida bulunarak
akademik bilgi ve tecriibelerini paylasmaya
devam etmistir. Girne Universitesi Eczacilik
Fakiltesi kurucu UOyesidir. 40’a yakin
uluslararasi yayini, ¢ok sayida ulusal ve
uluslararasi kongre bildirisi bulunan hocamiz
12 yiksek lisans, 8 doktora tez danismanhgi
yapmigtir.  Turk  Farmakoloji  Dernegi
Yayinlarindan “Farmakoloji Ders Kitabi”’nin

editérleri arasinda yer almigtir.

Degerli hocamizi, 31 Ekim 2016’da Bolu
yakinlarinda meydana gelen elim bir trafik

kazasi sonucu kaybettik.

Asagidaki yazi, hocamin anisina Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi dergisi
“Prof. Dr. Iclal Cakici 6zel sayisi”nda
yayinlanmak lizere tarafimdan

hazirlanmigtir:
iclal Hocama..........

Sevdiginiz, deger verdiginiz bir insanin
ardindan yazmak gergekten ¢ok zor, hele de

paylasiimis ¢ok sey varken...

iclal Hocam diniversite 2.siniftayken girdi
hayatima. ilk derse geldigi glinii hatirliyorum
kivircik, daginik toplanmis saglari, jean

pantolonu, basic tigortiyle ne kadar yakin



hissetmistik kendimize. Diger hocalara hic
benzemiyordu, dopiyesi yoktu Uzerinde ya
da bulbll yuvasi saglari, o bigim fonler, bir
ton makyaj yoktu. Ciddi ve mesafeli imaji
yoktu, mitevaziydi, benimle degil
anlattiklarimla ilgilenin edasiyla oyle icten
Oyle samimiydi ki gok etkilenmistim dogrusu.
Hani bir fotografi vardi ardindan sosyal
medyada paylasilan, gézimi kapattigimda
hep o fotograftaki ifadesi geliyor gézimun
onine hep

yuzindeki bitmeyen

gulimsemesiyle  hatirlyorum  onu, ilk
gérdigiam gun ki gibi.

Yiksek lisansimda es-danismanim ve
doktoramda ise danismanim olarak destek
oldu bana. Diger hocalardan farkliydi dedim
ya, sabahlara kadar benimle of demeden
makale okudu, tez yazdi, ondan 6grendim
ben tez nasil yazilir, &6gdrenci nasil
yonlendirilir, ders nasil anlatiir, g¢ooook
emegi var Uzerimde. Cok farkl bir iligkimiz
vardi bizim, yeri geldiginde hoca-6grenci,
yeri geldiginde abla-kardes, yeri geldiginde
gibiydik.

doneminde emekli oldu hocam ve 0Ozel bir

anne-kiz Doktoramin son

Universiteye gegcti ama hep eli
omuzumdaydi. Benim de her &grenci gibi
hocami elestirdigim zamanlar olurdu, yillar
sonra  ayni elestirilerin ~ 6grencilerim
tarafindan bana yapildigini anlattigimda
telefonda ne ¢ok gllmisti. Yakin Dogu
Universitesinde birlikte galistgimiz  bir
donem olmustu, ne blylk gurur hocamla

ayni juride yan yana yer almak, ne blylk

gurur ordaki 6grencilerden tanisikhigimizi
bilmedikleri halde “hocam bizim iclal
hocamiz var onunla tarziniz, ders anlatiginiz

ne kadar ¢cok benziyor” cimlesini duymak.

Sadece ben degil yetistirdigi onlarca iclal var

ona benzeyen....

Cok sey dgrendim Iclal hocamdan, sadece
akademiye dair degil hayata dair de... Artik
sesi yok, danismak istedigim zaman
telefonun ucunda degil, ama eminim her
adimimda yanimda olacak, her yaptigim iste
elini omuzumda sesini kulagimda

hissedecegim.

Herkesin iclal Hocam gibi bir hocasi olsun,
ardindan tebessimle anacagi, ¢ok sevdigi,
saydigi, en

6nemlisi  hep iyiliklerle

hatirladid......

Ruhu sad olsun, isiklar iginde uyusun.



Hiperpolarizasyonla Aktive Olan Siklik
Nukleotid Kapili Kanallarin (HCN) Bir
Tedavi Hedefi Olarak

Epilepsisinin Genetik ve Farmakolojik

Absans

Hayvan Modellerinde Arastiriimasi

Nihan CARCAK YILMAZ
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali, Istanbul

GIRIS VE AMAG

I, akimlarini Ureten Hiperpolarizasyonla
Aktive Olan Siklik Nikleotid Kapili Kanallarin
(HCN)'In absans epilepsi patofizyolojisi ile
iliskisi son yilllarda ortaya konulmaya
baglanan bir konudur. Bu kanallara ait
dogustan gelen ya da sonradan edinilen
anomaliler korteks (Strauss ve ark., 2004,
Kole ve ark., 2007), talamus (Budde, 2005;
Paz ve ark., 2012; Cain ve ark., 2014) ve
hipokampusta (Richichi ve ark., 2008;
Phillips ve ark., 2014) gosterilmistir. Bununla
birlikte, bu kanallarin diken-ve-yavag-dalga
desarjlarinin (DDD) baslatiimasi ve yayilimi
Uzerindeki  etkisi hala net olarak
anlasilamamistir (Noam ve ark., 2011). In-
vitro c¢aligsmalarda 1, blokajinin talamus-
retikiler talamik c¢ekirdek aginda patlama
(Burst) tarzi ateslemelerin artmasi ile
baglantili paroksismal aktivitenin artisina
katkida bulundugu ileri striimustir (Bal and
McCormick, 1996; Luthi ve McCormick,
1998a, 1998b; Budde ve ark., 2005). HCN1
ve HCN2 kanallarinin iglevlerinin genetik
olarak  degistirildigi  knock out fare
modellerinde davranissal duraksama ile
birlikte DDD’lerin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Ludwig ve ark., 2003; Chung ve ark., 2009).
Bununla birlikte, in-vivo ¢alismalar, absans
epilepsisinin 1, akimlarinin artigiyla (Budde
ve ark., 2005; Paz ve ark., 2012; Cain ve
ark., 2014) veya azaltilmis bir 1, akimi ile
(Ludwig ve ark., 2003) iligkili oldugunu
gosterdiginden celigkili gorunmektedir. Bu
nedenle, I, akimlari DDD olusumu sirasinda
noronlarin depolarizasyonu ile iligkili gorinse
de, bu akimlarin absans nobetlerin
arttinilmasinda veya azaltilmasindaki rolu
hala ¢6zulebilmis degildir.

Deneysel modellerde yapilan arastirmalarin
yani sira, HCN kanal mutasyonu ve insan
genetik absans epilepsisi arasindaki iligkiyi
gosteren birgok insan calismasi, epilepside
anormal HCN kanal fonksiyonunun rollni
desteklemektedir.  idiyopatik  jeneralize
epilepsili hastalarda HCN1 ve HCN2
kanallarina ait alt dOniteleri kodalayan
genlerde mutasyonlar kesfedilmistir (Tang ve
ark., 2008; DiFrancesco ve ark., 2011).
HCN1 ve HCN2'deki mutasyonlarin ayrica
febril nobetlere ve cocuklarda absans
epilepsisi ile iligkili erken infantil
ensefalopatiye neden oldugu bildirilmistir
(Nakamura ve ark., 2013; Nava ve ark.,
2014).

Bu calismada talamustaki HCN kanal
fonksiyonunun absans epilepsisindeki roll
farmakolojik ve genetik yontemler
kullanilarak Ug¢ farklh deneysel hayvan
modelinde arastiriimistir. Bu amagcla, absans
epilepsisini iyi taklit eden genetik sigan
modellerinden biri olan Strazburg kdkenli
genetik  absans  epilepsili  sicanlarda
(GAERS-Genetic Absence Epilepsy Rats
from Strasbourg) ve Wistar siganlarda y-
hidroksi buturik asit'in (GHB) 6n ilaci olan y-
butirolakton'un  (GBL) sistemik  olarak
uygulanarak DDD’lerin akut olarak
indUklendigi absans epilepsi modelinde,
ventrobazal (VB) talamik cekirdege bilateral
olarak spesifik bir HCN kanal blokéri olan
Zd7288 ters (reverse) mikrodiyaliz
yontemiyle uygulanmistir. Buna ek olarak,
absans  epilepsisinin  monojenik  fare
modellerinden biri olan Stargzer farelerde,
talamustaki HCN kanal ekspresyonlari bir
virus yardimiyla genetik olarak bloke
edilerek, ortaya ¢ikan etkinin absans epilepsi
olusumundaki roll incelenmistir. Altta yatan
mekanizmalar HCN kanal  blokérinin
uygulandigr talamik cekirdekten alinan
noronal kayitlarla aydinlatilmaya
calisiimistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarla
birlikte bu calismada elde edilen veriler,
HCN kanallari tarafindan Uretilen 1
akimlarinin absans nébetlerin olusmasinda
krittik rol oynadigint ve bu kanallarin
farmakolojik ya da genetik yénden absans
epilepsisi igin yeni bir tedavi hedefi olarak
geligtirilebilecegini 6ne sirmektedir.



GEREG VE YONTEM

Tum deneysel girisimler ingiltere Deney
Hayvanlari (Bilimsel iglemler) Yasasi, 1986
ve yerel etik komite kurallarina uygun olarak
yuratilmastir. Deneylerde Wistar (Harlan
Laboratuvari, Birlesik Krallik) ve GAERS
(Cardiff Universitesi, Birlesik Krallik) yetigkin
erkek siganlar (260-400 g), ile 8-16 haftalik
Stargazer (Cardiff Universitesi, Birlesik
Krallik) erkek ve disi fareler (20-25 g)
kullanilmigtir.  Tum  hayvanlar  standart
laboratuvar  kosullarinda, 12/12  saat
aydinlik-karanlik dongusunde, yiyecek ve
icecek alimlari serbest olacak sekilde
barindiriimigtir.

Anestezi Altindaki Hayvanlardaki Cerrahi
Prosediirler

Ketamin/ksilazin  anestezisi  uygulanmis
siganlarda mikrodiyaliz ve néron kaydinin
birlikte yapildigi bu protokol daha 6nce
kullanilan  prosedurlere  benzer gsekilde
gerceklestirimigtir (Taylor ve ark.,2014).
Kisaca, deney hayvanlarina baglangicta
ketamin (120 mg/kg; i.p.) ve ksilazin (20
mg/kg; i.p.) ile anestezi indiksiyonu
yapiimistir. Sonrasinda deneysel prosedur
boyunca idame dozunda ketamin (42
m/kg/saat; i.p) ve ksilazin (7 mg/kg/saat; i.p.)
uygulanmistir.  Vicut  sicakligi Isitici
battaniye ve rektal prob yardimiyla 37°C’de
sabit tutulmustur. Stereotaksik cerrahi
aletine  yerlestirlen anestezi  altindaki
hayvanin kafa derisi orta hattan bir
insizyonla acllarak, kafatasi kemikleri,
bregma ve lambda noktalari ortaya
cikariimistir. Periost nazikce
uzaklastirildiktan sonra bregma referans
noktas! alinarak VB talamusa AP -3.2 mm,
ML 53 mm, DV -7 mm Kkoordinatlari
(Paxinos ve Watson 1998) dogrultusunda
ucunda 2 mm diyaliz membrani bulunan
mikrodiyaliz probu (CMA 12 Elite) ¢ok yavas
sekilde (her 5 dakikada 500 um) tek tarafli
olarak 16° agi verilerek vyerlestiriimigtir.
Mikrodiyaliz  probu dental akrilik ile
sabitlendikten sonra talamik noron Unite
kayitlarinin alinabilmesi amaciyla 32 kanall
silikon elektrot (Buzsaki32L-CM32,
NeuroNexus Technologies) ayni sekilde VB
talamik ¢ekirdege AP -3.2 mm, ML 2.8 mm,
DV -45 mm koordinatlari dogrultusunda
yavasga indirilerek yerlestirilmistir. Silikon
elektrot ve mikrodiyaliz prob uglari arasinda
0.05-1 mm mesafe olacak sekilde ayni anda
VB talamik c¢ekirdek arasina yerlesmis

vaziyette iken mikrodiyaliz probu ile yapay
beyin-omurilik sivisi solisyonu (aCSF) ya da
aCSF igerisinde ¢ozindirilmis 1 uM - 1
mM konsantrasyonda Zd7288 membrandan
1uL/dakika hizinda bir pompa araciligyla
gegiriimis ve bu sirada enflizyon yerinden
silikon elektrot ile talamokortikal néronlardan
unite kaydi alinmistir. Deney sonunda
hayvanlara yilksek doz retan (40%) ile
Otenazi uygulanmigtir.  Diyaliz  problari
yavascga kilavuz kandl igerisinden cekilerek
uzaklastinlmig ve 1 saat boyunca
membrandan distile su gegirilerek
yikanmistir.

Serbestce Hareket Eden Hayvanlardaki
Cerrahi Prosediirler

Serbestce hareket eden Wistar ve GAERS
siganlarda EEG kaydi ile es zamanli olarak
VB talamik c¢ekirdege ters mikrodiyaliz
yontemi ile bilateral olarak HCN kanal
blokéri Zd7288 uygulanmis ve HCN kanal
blokajinin genetik ve farmakolojik
modellerde  DDD’ler  (zerindeki etkisi
incelenmistir. Bunun igcin GAERS susu
siganlara izofloran inhalasyon anestezisi
altinda AP -3.2 mm, ML +2.8 mm, DV=-4.5
mm koordinatlari dogrultusunda (Paxinos ve
Watson, 1998) mikrodiyaliz kilavuz kanulleri
ile frontal (AP +2.0 mm, ML +2.0 mm) ve
parietal (AP -1.8 mm, ML + 5.0 mm) kortikal
bolgelere bilateral olarak EEG vida
elektrotlari  yerlegtiriimistir.  Bir referans
kortikal vida elektrot ise serebellum Uzerine
yerlestirilmigtir. EEG elektrotlari bir
mikrokonnektore  lehimlendikten  sonra,
soguk akrilik sement ile yerlestirilen kilavuz
kanuller ve EEG elektrotlari kafatasi
kemigine sabitlenmigtir. Son olarak kilavuz
kanulin kor tipasi (dummy) kanul igerisine
yerlestirilerek ve hayvanlar bir hafta sireyle
iyilesmeye birakilmigtir.

Bir haftalik dinlenme slresinin bitiminde
hayvanlar deneye alinmadan 24 saat
oncesinde kilavuz kanullerin kor tipalari
cikarillarak ucunda 2 mm diyaliz membrani
bulunan mikrodiyaliz problari (CMA 12 Elite)
kilavuz kanul icerisine VB talamik cekirdegi
hedefleyecek sekilde yerlestiriimistir. EEG
kaydinin yapildigi gin 6ncelikle aCSF
enfizyonu (1uL/dak )yapilarak, problarin
galismasi kontrol edilmistir. Sonrasinda
hayvanlarin kayit ortamina alismasi ve
sistemin kararli hale gelmesi amaciyla
hayvanlar kayit alincak pleksiglas kafese
konarak serbestce hareket eder sekilde bir



saat boyunca habitasyon surecine
birakiimistir. Habitasyon periodunun
bitiminde, EEG kaydininin baslamasini takip
eden 1 saat boyunca Once her hayvana
kontrol amaciyla aCSF enfuzyonu ardindan
2 saat boyunca degisen konsantrasyonlarda
Zd7288 (0.01-1mM) (1pl/dak) enflizyonu
yaplimistir.  Kontrol grubuna Zd7288'in
icerisinde ¢ozundiruldigli aCSF sollsyonu
uygulanmistir.

I, blokeri Zd7288’in absans nobetler lUzerine
olan etkisi daha sonra Wistar siganlarda
absans epilepsisinin akut bir farmakolojik
modeli olan GHB modeli Uzerinde test
edilmistir. GHB modelinde Wistar siganlara
bir GABA analogu GHB’nin o6n-ilaci olan
GBL, 100 mg/kg dozunda intraperitoneal
(i.p.) olarak uygulandiginda akut olarak
duraksama ile birlikte gorilen absans
noébetler indiklenir. (Snead 1993). Bu
nobetler sistemik enjeksiyonu takiben 5.
dakikada baglar ve 1 saat icerisinde giderek
azalarak kaybolur (Venzi 2016). 500uM
dozunda Zd7288, GBL enjeksiyonundan 40
dakika 6nce mikrodiyaliz probu ile Wistar
sicanlara VB talamik ¢ekirdege enflize
edilmeye baslanmigtir. Kontrol grubuna ise
ayni sekilde aCSF enflizyonu yapilmistir.
Enflzyon basladiktan 40 dakika sonra
100mg/kg dozunda GBL enjeksiyonu
yapilmig ve enjeksiyonu takip eden 1 saat
boyunca EEG kaydi alinmigtir. Deney
sonunda diyaliz problar yavasga kilavuz
kanul icerisinden cekilerek uzaklastiriimig ve
distile su ile yikanmistir.

HCN kanal blokéri Zd7288'in  DDD’ler
Uzerinde olusturdugu etkinin altinda yatan
mekanizmanin aydinlatimasi amaciyla bir
grup GAERS susu sicana mikrodiyaliz probu
ile birlikte silikon elektrot yerlestirilmis ve
serbestce hareket eder sekilde olan
hayvanlarda Zd7288 enfuzonu suresi
boyunca ayni anda talamokortikal
noronlardan ekstraselller kayit alinmigtir.
Bunun icin uygulanan iglemler daha 6nce
Taylor ve arkadaslarinin (2014) yapmis
oldugu protokole benzer sekilde yapiimigtir.
Kisaca, hayvanlara izofloran inhalasyon
anestezisi altinda stereotaksik cerrahi
yontem ile VB talamik g¢ekirdege AP -3.2
mm, ML 5.3 mm, DV -7 mm koordinatlari
(Paxinos ve Watson 1998) dogrultusunda
kilavuz kanul tek tarafli olarak 16° aci
verilerek yerlestiriimistir. Sonrasinda bir
mikrosurtcuye yapistirilan 32 kanalli silikon

prob -3.2 mm, ML £2.8 mm, DV= -3.0 mm
koordinatlari dogrultusunda ucu VB talamik
cekirdegin hemen Uzerinde bulunacak
sekilde yerlestirilmistir. Kilavuz kanul ve
mikrosurucuye baglanmis silikon prob soguk
akrilik sement ile kafatasina sabitlenerek
hayvanlar 1 hafta sire ile dinlenmeye
birakiimistir. Deneye baslamadan 24 saat
once ucunda 2 mm diyaliz membrani
bulunan mikrodiyaliz probu kilavuz kanul
icerisine yerlegtirilmigtir. Deney guninde
hayvanlar serbestce hareket edecek sekilde
faraday kafeslerinin igerinde  bulunan
pleksiglas kafeslerin icerisinde konarak
sistem stabilizayonu igin 1 saat
birakiimislardir. Sonrasinda aCSF
enflizyonunu takiben mikrostricii VB
talamik c¢ekirdek igerisinde stabil bir néron
unite kaydi alinana kadar yavasca hareket
ettirilerek  uygun poziyona getirilmistir.
Sonrasinda 20 dakika aCSF enflizyonunu
takiben hayvanlara 500 UM
konsantrasyonda Zd7288 igeren solUsyon
uygulanmis ve uygulamanin talamokortikal
noronlar Uzerine olan etkisi
degerlendirilmigstir.

Stargazer Farelerdeki Viral Enjeksiyonlar

Bu deneyler igin, 8-16 haftalik erkek ve disi
12 adet Stargazer fare kullaniimistir.
Stargzer fareler izofloran anestezisi altinda
stereotaksi aletine yerlestiridikten sonra kafa
derileri orta hattan bir insizyonla agilarak,
kafatasi kemikleri, bregma ve Ilambda
noktalari ortaya gikariimistir. Periost nazikge
uzaklastirildiktan sonra bregma referans
noktasi alinarak Franklin ve Paxinos fare
beyin atlasindan (1997) alinan koordinatlar
dogrultusunda (AP -1.8 mm, ML 1.5 mm) VB
talamik  c¢ekirdek  Uzerindeki  noktada
kraniotomi gergeklestiriimistir. Dura nazikge
kesildikten sonra mineral yag ve virls ile
doldurulmus 34 —gauge hamilton giringasi
pia Uzerinden hareketle (DV 3.0 mm)
yavasga VB talamus igerisine indiriimis ve
tekrar yukari gekilmeden once en az 10
dakika boyunca bu bodlgede tutulmustur.
Virls programlanabilen bir mikro pompa
yardimiyla 100nl/dak hizinda VB talamik
cekirdege enflize edilmigti. Son olarak
fronto-parietal kortikal alanlara epidural
mikrovida EEG elektrotlari yerlestirilerek
kafatasi soguk akrilik sement ile kapatiimig
ve fareler 3 gun sire ile dinlenmeye
birakilmiglardir. Dinleme slresinin bitiminde
enjeksiyonu takip eden 4. gunden



baslayarak her 4 giinde 1, 4 hafta boyunca
farelerden 2 saat sure ile EEG kayd
alinmisgtir. Stargazer farelere uygulanan
adenoviriis Pensilvanya Universitesi Gen
terapi programi tarafindan Uretilmis ve Dr.
Chan tarafindan laboratuarimiza
gonderilmistir (Chan ve ark., 2011). Viral
ekspresyon post-hoc olarak sitoplazmik
bolgedeki yesil floresans protein (GFP) ve
ndron membrani Uzerindeki HCN2
ekspresyonlarina bakilarak izlenmigtir.

Veri Toplama ve Analizi

Unite analizi. VB talamik c¢ekirdekten alinan
néronal  Unite  kayitlar icin 16-bit
¢OzUndrlikte Plexon kaydedici /64 sistemi
kullanilmistir.  Klusters, Neurscope ve
NDmanager yazilim programlari kullanilarak
analiz edilmigstir (Hazan ve ark., 2006).

Diken-ve-yavas-dalga (DDD) Tespiti. EEG
SBA4-v6 BioAmp amplifier (Supertech) ile
kaydedilmis ve CED Spike2 ve Matlab
programlari kullanilarak analiz edilmigtir.

Histoloji

Dogrulama. Silikon kayit elektrodu ve
mikrodiyaliz prob yerlesimlerinin
dogrulanmasi i¢in  silikon elektrot ve
mikrodiyaliz probu cerrahi olarak hayvana
yerlestiriimeden once isaretleme amaciyla
boya ¢dzeltisine daldiriimis (% 1 Vybrant DIL
hiucre etiketleme c¢ozeltisi) ve silikon kayit
elektrodu 30 dakika, mikrodiyaliz probu ise 5
dakika sureyle bu ¢oOzelti icerisinde
bekletilmistir. Deneylerin bitiminde ylksek
doz Uretan ile Otanazi  uygulanan
hayvanlardan izole edilen beyinler 4%’lik
paraformaldehit (PFA) ¢bzetisi igerisinde 48
saat bekletiimistir. izole edilen beyinlerden
mikrotom yardimiyla 100 pum kesitler
alinarak silikon elektrot ve mikrodiyaliz
probuna ait izler mikroskop altinda
incelenerek yerlesim dogrulanmistir.

Immiinohistokimyasal ~ Analiz.  Stargazer
farelere yapilan virlis enjeksiyonunu takiben
HCN2 kanal ve GFP ekspresyonlarina
bakilmigtir. Bunun igin intrakardiyak olarak
4% PFA cozeltisi ile perflize edilen
farelerden izole edilen beyinler 30% sikroz
icersinde bekletilmigtir. Mikrotom ile 40 pm
kalinhiginda alinan kesitler 6nce 5%’lik Goat
serum (NGS) daha sonra 0.1M
PBS/0.1%Triton-X  ¢Ozeltisinin  igerisinde
hazirlanan primer antikorlar (Rabbit-anti-
HCN2, Chicken Anti-GFP, Mouse anti-

NeuN) ile 2.5 saat, 20°C’de inklbe edilmistir.
Sonrasinda 20 saat, 4°C’de ikinci bir
inkibasyona birakilan bu kesitler 0.1M
PBS/0.1%Triton-X ¢ozeltisi ile 3 kez
yikandiktan sonra sekonder antikorlar (Alexa
594 Goat anti-Rabbit, Alexa 488 Goat Anti-
chicken, Alexa 647 Goat Anti-mouse) ile 3.5
saat 20°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Son
olarak lama alinan kesitler Vectashiled ile
kapatilarak konfokal mikroskop altinda
goruntulenmigti. HCN dizeylerinin  nicel
analizi Leica yazilmi ile yapilmisgtir.

istatistiksel Analiz

Grup karsilastirmalari Wilcoxon signed rand
testi kullanilarak yapimistir.  Tam nicel
veriler ortalama + SEM olarak ifade
edilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlaml kabul edilmistir.

BULGULAR

Ventrobazal Talamusta Zd7288 ile Olusan
I, Blokajinin Etkisi

Farmakolojik In blogunun talamus
icerisindeki etki profilini degerlendirmek igin
ilk once VB talamik c¢ekirdege ters
mikrodiyaliz yontemiyle uygulanan |, bloker
Zd7288'in  talamik noron  ateglemeleri
Uzerindeki etkisi olglUlmustir (Harris and
Constanti, 1995). Wistar siganlarda
ketamin/ksilazin anestezisi altinda EEG’de
yavas dalga uyku aktivitesiyle paralel, VB
talamik  cekirdek noéronlarinin  yuksek
frekansli ateslemeleri gorilmis ve ilag etkisi
bu kosullar altinda degerlendirilmistir (Sekil
1A-B). |, blokeri Zd72882 farkh dozlarda
(10uM'den 1mM'ye kadar) VB talamik
cekirdek noronlarina uygulanarak etkisi test
edilmigtir. Zd7288 500 pM  dozunda
uygulandiktan 40 dakika sonra talamik néron
ateslemeleri Uzerinde hizli ve istikrarli bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 1C).
Ateglemelerin geri kalan kismi, burst
(patlama tarzinda atesleme) basina disen
diken sayisinda artis gostermistir (Burst
basina 3.1'den 3.9'a kadar diken, Sekil 1D).
Bu etkinin, silikon elektrot pozisyonu ve
diyaliz probu arasindaki mesafeye bagl
oldugu goriimustir (Sekil 1E). Diyaliz prob
membranindan yaklasik 500 um mesafedeki
etkinliklerin gogu (toplam aksiyon potansiyeli
ve burst) % 95 oraninda azalmistir.
Boylelikle, bu dozun, her iki hemisferdeki
VB talamik gekirdeginin ortasina yerlegtirilen



bilateral mikrodiyaliz problari ile
uygulandiginda, VB talamik c¢ekirdek icinde
yayilarak ve I, akimlarini etkileyecebilecegi

A B

Kontrol

sonucuna Vvarilarak in-vivo

deneyler planlanmigtir.

(sekil 2A),

2d7288
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Sekil 1. Ters miktodiyaliz ile 500uM dozunda uygulanan Zd7288’in anestezi altindaki
hayvanlarda talamik I, akimlar tzerindeki etkisi. A) Sican koronal beyin kesitinde silion kayit
elektrodu ve diyaliz probunun gematik olarak gosterimi (Paxinos ve Watson, 2008). B) 5 farkh
noktadan alinan ekstraselller kayitlarda Zd7288 uygulamasi Oncesi (kontrol) ve sonrasinda
kimelenmis talamokortikal (renklerle gosterilen) néronlarda ylksek frekansli patlama tarzinda
ateslemeler (Burst). C) Diyaliz probundan 500 uym mesafe iginde kaydedilen talamokortikal
noronlarda Zd7288 uygulamasindan sonra baglangi¢ seviyesine gore toplam ateslenme ve burst
hizinin azalmistir D) Zd7288 etkisi ile tim néronlarda patlama tarzindaki ateslemelerdeki diken
sayisi artmistir. E) ilag etkisinin atesleme hizi Gzerindeki mesafe profili (yesil), kontrol-aCSF

(siyah) ile karsilastiriimistir.

Talamik I, Akimlarinin  Farmakolojik
Blokajinin Absans Nébetler Uzerine Etkisi

Bu calismada GAERS susu siganlarda Iy,
blokeri Zd7288’in absans nobetler (izerine
etkisi Olgilmis (Sekil 2) ve DDD’lerde doz
bagimli  bir azalma meydana geldigi
gOrulmustir (sekil 2B-E). DDD’ler tzerindeki
anlamli azalma 100uM dozda goérulmeye
baglanmistir. DDD slre ve sayisinda 60.
Dakikadan sonra anlamli  bir azalma
meydana gelmis ancak tek bir DDD’nin
(ortalama DDD suresi) slresi yoninden
degisiklik gézlenmemistir (Sekil 2C-E).

I, blokeri Zd72882in bu etkisi daha sonra
Wistar sicanlarda absans epilepsisinin

farmakolojik bir modeli olan GHB modeli
Uzerinde test edilmistir. I, blokeri Zd7288
500uM dozunda GBL (i.p.) enjeksiyonundan
40 dakika once mikrodiyaliz probu ile VB
talamik  cekirdege enfiize  edilmeye
baslanmistir. Zd7288 uygulanan Wistar
sicanlarda GBL enjeksiyonu ile indiklenen
DDD siresi ilk 20 dakikada aCSF uygulanan
gruba goére anlamli derecede azalmigtir
(Sekil 3). 20. Dakikadan sonra GBL ile
indiklenen akut ndbet sayisi giderek
azaldigi igin Zd7288 bu noktadan itibaren
etkisiz bulunmustur. Buna gore VB talamik
cekirdege uygulanan Zd7288 her ki
modelde de absans ndbetler Uzerine etkili bir
bloker olma 0zelligi gostermistir.
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Sekil 2. Talamik I, Akimlarinin Farmakolojik Blokajinin GAERS’lerdeki Absans Noébetler
Uzerine Etkisi A) Sigan koronal beyin kesiti (izerinde bilateral diyaliz problarinin yerlesimi. B)
Zd7288 (500uM) uygulamasi Oncesi (bazal) ve sonrasinda GAERS’lerden alinan EEG trase
orneklerindeki DDD’ler C) Zd7288'nin GAERS’lerde toplam DDD siresi D)DDD sayisi ve E)
ortalama DDD suresi Uzerine etkisi. Data meantSEM olarak verilmistir. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. DDD: Diken-ve-yavag-Dalga Desar;j
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Sekil 3. Talamik I, Akimlarinin Farmakolojik Blokajinin GHB modelinde indiiklenen akut
Absans Nobetler Uzerine Etkisi A) Sican koronal beyin kesiti lizerinde VB talamusa bilateral
olarak yerlestirilen diyaliz problarinin sematik gésterimi. B) aCSF ve Zd7288 uygulanan Wistar
sicanlardan alinan EEG trase drneklerinde GBL enjeksiyonu (100mg/kg, i.p.) ile induklenen
DDD’ler C) Zd7288’nin Wistar siganlarda GBL ile indiiklenen toplam DDD siresi D) DDD sayisi
ve E) ortalama DDD siresi Uzerine etkisi. Data ortalamazSEM olarak verilmistir. *p<0.05,
**p<0.01. DDD: Diken-ve-yavas-Dalga Desarj



HCN Kanal Ekspresyonunun Genetik
Olarak __Bloke Edilmesinin  Absans
Nobetler Uzerine Etkisi

Bu calismada, absans ndbetler Uzerinde Iy
akimlarinin  etkisini  farmakolojik  blokaj
diginda bagka bir yolla degerlendirmek igin,
HCN kanallarinin alt Unitelerinde azalmayi
indUkleyen ve bu sayede I, akimlarin Uzerine
etkili olan genetik bir ara¢ kullaniimistir.
Bunun icin talamusta agirhikh  olarak
ekspresyon gosteren HCN2 kanallarina ait
RNA'lari ve vyesil floresans protein (GFP)
kodlayan viral partikiller (shRNA) absans
epilepsisinin monojenik bir fare modeli olan
Stargazer farelere mikroenjeksiyon ydntemi

A
Virus plasmid

pFB-FloxedU6-CreOff-eGFP-HCN2_1383

Talamik Virlis Ekspresyonu

shRNA Kontrol

anti-GFP

ile uygulanmistir (Sekil 4A). Kontrol grubuna
ise HCN2 kanalina ait RNA sekansi
icermeyen viral partiktller uygulanmistir.
Mikroenjeksiyonu takiben 4 hafta boyunca
stargazer farelerden EEG kaydi alinmis ve
virus ekspresyonunun absans nobetler
Uzerine olan etkisi test edilmistir. Virus
enjekte edien hayvanlarda GFP virls
ekspresyonunun  bir goOstergesi olarak
kullaniimis ve kirmizi floresans gOsteren
HCN2 kanal ekpresyonu ile negatif
korelasyon gostermistir (Sekil 4B). DDD
suresi ve DDD sayisinin enjeksiyonu takip
eden 28-32. gunlerde anlamli derece
azalmig oldugu gorulurken ortalama DDD
suresi degismemistir (Sekil 4C-E-).
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Sekil 4. HCN Kanal Ekspresyonunun Genetik Olarak Bloke Edilmesinin Stargazer Farelerde
Absans Nébetler Uzerine Etkisi A) Stargazer farelere enjekte edilen viral partikiillerin yapisi B)
Talamakortikal néronlarda viral GFP ve HCN2 expresyonlarini gdsteren konfokal mikroskop
goruntileri C) aCSF(kontrol) ve viris (shRNA) enjekte edilen Stargazer farelerden alinan EEG
trase 6rneginde DDD’ler. D) Virlis ekspresyonunun toplam DDD suresi E) ortalama DDD slresi
F) DDD sayisi Uizerine etkisi. Data ortalama+SEM *:p<0.05. DDD: Diken-ve-yavas-Dalga Desarj



Zd7288’in Absans Nébetler Uzerine Olan
Bloke Edici Etkisinin Mekanizmasi

Ih akimlarini bloke eden Zd7288’in yukarida
s6zu edilen bloke edici etkisinin altinda
yatan noronal mekanizmayi anlayabilmek
icin in-vivo kosullarda Zd7288 enflizyonu
yapilan hayvanlarda ekstraseliler néronal

Unite kaydi alinmig ve talamokortikal
noéronlarin DDD’ler sirasinda (iktal) ve
DDD’siz  donemdeki (interiktal) atesleme

interiktal donemde azaldi§i gorulmastar
(Sekil 5). Total atesleme hem iktal hem de
interiktal donemde azalirken, tonik atesleme
sadece interiktal donemde etkilenmigtir.
Patlama tarzindaki ateslemeler (Burst) iktal
durumda anlamli derecede azalmis, interiktal
dénemde anlaml bir degisiklik olmamigtir.
Genel olarak, ndbet sirasindaki atesleme
aktivitesindeki belirgin dusis muhtemelen
absans nobetlerini strdirmek i¢in gereken

Ozellikleri incelenmisgtir. I, akimlarinin blokaji kortekse karsi talamokortikal geri
sonucunda  talamakortikal ~ noéronlardaki beslemenin azaltilmis olmasindan
aktivitenin hem iktal donemde hem de sorumludur.
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Sekil 5. Zd7288’in in-vivo Kosullarda Talamik Unite Ateslemeleri Uzerindeki Etkisi. interiktal
ve iktal donemde Zd7288 uygulamasi Oncesi ve sonrasinda toplam atesleme, tonik atesleme,
burst atesleme ve Burst bagina dusen diken sayisi. Kirmizi dikey c¢izgi Zd7288 uygulama
zamanini gostermektedir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

TARTISMA VE SONUG

Bu calismanin bulgulart “Hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated (HCN)
channels of thalamocortical neurons favor
the conditions for the emergence of absence
epilepsy” bashgi altinda yayinlanmak Uzere
hazirlanmaktadir.

Bu calisma ile ilk kez 3 farkli deneysel
epilepsi modelinde talamustaki 1|, akim
blokajinin  absans nobetler Uzerindeki
baskilayici etkisi ortaya konulmustur. Bu etki
muhtemelen absans epilepsisinin
patofizyolojisinde anahtar rol (stelelen
talamokortikal dongudeki azalmis aktiviteye



bagli olabilir. Bu sonuglar, absans epilepsi
modellerinde talamik ndéronlarindaki HCN
fonksiyonunda gézlenen artisin ndbetlerin
ortaya cikisini baskilamaktan COK,
siddetlendirdigini dusundurmektedir. Paz ve
arkadaslar  (2012) epileptik kosullarda
talamokortikal ~ noéronlardaki  artmis |y
akimlarinin hiperpolarizasyona neden olarak
patlama tarzindaki ateslemelere ortam
hazirladigini gostermiglerdir. In-vitro
kosullarda ise talamokortikal ndronlara
Zd7288  uygulanmasi  talamik  no6ron
ateslemesinde azalmaya neden olmustur
(Luthi ve ark., 1998). HCN2 knock-out
farelerde talamokortikal ddngldeki artmis
osilatuvar  aktivite  noObetlerin  ortaya
glkmasina neden olmustur. Ek olarak, HCN2
knock-out farelerin talamokortikal
néronlarinin kontrol grubuna goére daha fazla
hiperpolarize oldugu, azalmig |, akimlarinin
yaninda artmig bir burst ateslemesi
gOsterdikleri ortaya konulmustur (Ludwig ve
ark., 2003). Ancak bizim calismamizda Iy
akimlarinin blokajinin talamokortikal
noéronlarda hafif bir hiperpolarizasyona
neden olarak nobetleri 6nleyebilecegini
gosterdik. Bu tutarsizhik spesifik
talamokortikal dinamikleri hi¢bir sekilde
anlamaya imkan tanimayan global
knockout'a dayali calismalarin
yorumlanmasina bagh olabilir (Kim ve ark.,
2001; Ludwig ve ark., 2003). Ayni zamanda
gen ekspresyonlarinin azalma ya da artigl
Uzerinden bir patolojinin yorumlanmasi, altta
yatan mekanizmalar her zaman direkt
baglantili olmayabilecegdi igin ¢ok da saglikli
degildir. Bizim calismamiza benzer sekilde
yapilan baska bir in-vivo ¢alismada diger bir
genetik absans epilepsi modeli olan WAG/RIj
susu sigcanlara sistemik ve intrakortikal
olarak I, blokori uygulanmis ve ndbetlerin
baskilandigi g0sterilmistir (Samoteava ve
ark., 2013). Bu baglamda, bu calismada
kullanilan  akut farmakolojik  yaklagim,
mekanizmalarin in-vivo ortamda daha iyi bir
sekilde anlasiimasini saglamak acgisindan
daha uygundur.

I, akimlarinin talamustaki rolu sinaptik
baglantilarin  dizenlenmesinden fizyolojik
olarak o6nemli pacemaker aktivitesinin

uretiimesine kadar cesitlilik gosterebilir
(Cope at al., 2009). Talamustaki tonik
inhibisyon |, akimlarinin absans nobetlerle
olan iliskisinde kilit rol oynayabilir. Gercekten
de, her ikisi de hucrelere kararli akim
saglayabilecedinden, tonik inhibisyonun
artmasi, |, artisint  kompanse eden
mekanizmalari agiklayabilir. 1, akimlarinin
asiri artigi, talamakortikal dongude sadece
eksitasyonu arttirmakla kalmayip talamusun
kortikotalamik girdilere cevap verme seklini
kontrol etmesi nedeniyle absans noObetlere
zemin hazirlayabilir. Bu nedenle farmakolojik
yolla 1, akimlarinin azaltilmasi, tonik
inhibisyon  adaptasyon  mekanizmalarini
kompanse edebilir ve bodylece absans
ndbetlerini dnleyebilir.

Bu calismada absans epilepsisinde I
akimlarinin etkisi farmakolojik bir yaklasim
kullanilarak ortaya konulmustur. 3 farkli
absans epilepsi modelinde go6zlemlenen Iy
akimlarinin absans ndbetlerin
surdurilmesinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Bu absans epilepsisi
tedavisinde kullanilan ilaglarin tasarim ve
hedeflenmesi acgisindan yeni bir yaklasim
ortaya koymaktadir.
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Subtalamik

inhibisyonunun

Rho-kinaz

deneysel

niikleus
siganlarda

parkinson hastalik modeli iizerine etkisi

Salim Yalgin inan
Konya-NE Universitesi Meram Tip Fakdiltesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Konya

GIRIS VE AMAG

Parkinson hastaligi dinyada 6 milyondan
fazla kiside gorilen en yaygin nérodejeneratif
bozukluklardan birisidir (Bove ve Perier, 2012;
Connolly ve Lang, 2014). Hastaligin hiicresel
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamasa da,
primer patolojik bulgular striatum’a projeksiyon
yapan substantia nigra’daki dopaminerjik
noron kaybini géstermektedir (Stoessl, 2011).
GinUmuzde kullanilan antiparkinson ilaglar
hastaligin ilk evrelerindeki motor semptomlari
tedavi edebili, ancak hastahgin ileri
doénemlerinde fluktuasyonlara ve diskinezilere
neden olurlar (Bezard ve ark.,, 2001).
Parkinson hastaliginin bu ileri dénemlerinde
ve ilag tedavisine direngli olgularda subtalamik
nikleus’a uygulanan derin beyin stimilasyonu
teknigi oldukga basarili sonuglar vermektedir
(Benabid ve ark., 2009; Henderson ve
Dunnett, 1998; Okun, 2012).

Kiglik G proteinleri ailesine bagli Ras
stiperailesinden olan Rho (20-30 kDa); RhoA,
Rac1 ve Cdc42'yi de iceren 20 farkh (iyeden
olusmaktadir (Loirand ve ark., 2013;
Shimokawa ve ark., 2016). Hlcre igerisindeki
Rho, GTP-bagli aktif form ve GDP-bagl inaktif
form seklinde bulunur ve c¢ok cgesitli faktorler
tarafindan regile edilir. Bunlardan en 6nemlisi
guanin nukleotid exchange faktordir (GEF) ve
GDP'yi GTP'ye donUstirerek RhoA'yi aktive
eder. RhoA'nin GTP-baglh aktif formu ise Rho
kinaz'' (ROCK) aktive ederek efektor yapilar
uyarir (Fujita ve Yamashita, 2014; Shimokawa
ve ark., 2016). ROCK, serin/treonin protein
kinaz ailesindendir ve Rho'nun en o6nemli
downstream hedef efektor molekulidur.
ROCK'un ROCK1 ve ROCK2 olmak Uzere iki
6nemli homolog izomeri vardir. ROCK2
hipokampal piramidal néronlar ve serebral
korteks basta olmak U(zere santral sinir
sisteminde eksprese edilirken, ROCK1
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akciger, bobrek ve iskelet kasi gibi néronal
olmayan dokularda eksprese edilmektedir (Liu
ve ark., 2015).

Rho/Rho-kinaz yolaginin spinal kord hasari
(Chan ve ark., 2005; Dergham ve ark., 2002;
Wu ve ark., 2013), Parkinson hastalig
(Rodriguez-Perez ve ark., 2013; Tatenhorst ve
ark., 2014; Tonges ve ark., 2012), global
serebral iskemi (Castro-Alvarez ve ark.,
2011), Huntington hastalig (Li ve ark., 2009),
travmatik beyin hasari (Dubreuil ve ark.,
2006), epilepsi (Inan ve Buyukafsar, 2008),
depresyon (Inan ve ark., 2015), amiyotrofik
lateral skleroz (Gunther ve ark., 2014) gibi ¢cok
cesitli hastaliklarda, antinosisepsiyonda
(Buyukafsar ve ark., 2006), birgok intraseliiler
sinyalizasyon mekanizmalarinda (Vesterinen
ve ark., 2013) ve apoptozda (Shi ve Wei,
2013) rolindn oldugu gosterilmistir. Y-27632,
ROCK aktivitesini inhibe etmek amaciyla en
fazla kullanilan maddedir. ROCK (zerindeki
ATP baglanma noktasina baglanarak ROCK
aktivitesini selektif olarak inhibe eder (Wirth,
2010).

Onceki calismalarimizda ROCK inhibitorleri
fasudil ve Y-27632'nin farelerde antiepileptik
etkilerini (Inan ve Buyukafsar, 2008), Y-
27632'nin ise siganlarda antidepresan benzeri
etkisini (Inan ve ark., 2015) gosterdik. Bu
calismada en selektif ROCK inhibitéri olan Y-
27632'nin siganlarda subtalamik nilkleus'a
sub-kronik  enjeksiyonu ile antiparkinson
etkilerini incelemeyi amacladik.

GEREG VE YONTEM
Deney hayvanlari

Calismalarimizda 290-330 g agirliklarinda
yetiskin erkek Wistar albino tirl siganlar
kullanildi. Siganlar, tek baslarina, gevreden
zengin Ozel kafeslerde 12 saat aydinlk - 12
saat karanlk siklusunun ayarlandidi oda
sicakhigindaki bir ortamda serbest yiyecek ve
icme suyu alabilecekleri sekilde barindirildi.
Tdm deneyler 09:00 - 16:00 saatleri arasinda
yapildi. Calismalar icin Konya-NE Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurulundan onay alindi
(Protokol Numarasi: 2011/81).



Stereotaksik cerrahi

Siganlar intramuskuler ketamin (80 mg/kg,
Ketalar) + ksilazin (10 mg/kg, Rompun) ile
anestezi edildikten sonra stereotaksik cerrahi
masasina (Stoelting) yerlestirildi. Anestezi
derinligi kuyruk sikistirma cevabina bakilarak
degerlendirildi. ihtiyac halinde ilave anestezik
ilac uygulamasi yapildi. Unilateral nigrostriatal
demet igerisine (AP: -1.80 mm, ML: +2.10
mm, bregma ve DV: -7.40 mm) (Paxinos ve
Watson, 1998) 8 ug / 4 pl 6-hidroksidopamin
(6-OHDA, Sigma) (Miklyaeva ve ark., 1994)
mikroenjeksiyonu (Hamilton) yapilarak
norotoksik lezyon olusturuldu. Daha sonra
740 mm ipsilateral subtalamik nikleus
uzerine (AP: -3.60 mm, ML: +2.60 mm,
bregma ve DV: -0.60 mm kafatasinin altina)
(Paxinos ve Watson, 1998) kilavuz kanil (10
mm, 21 G) vyerlestirilerek dental ¢imento
(Takilon) ile sabitlendi. Cerrahi sonrasi tim
siganlarin insizyon bdlgelerine antibiyotik
(basitrasin + neomisin, Thiocilline) surildi ve
subkitan 1 ml izotonik sodyum klorur (Lafleks)
+ %5 dekstroz (Medifleks) enjekte edildi.
lyilesme siiresi 15 giin olarak belirlendi.

a) Calisma akis semasi

c) Apomorfin testi

Nigrostriatal bdlgedeki dopaminerjik hasarin
ciddiyetini degerlendirmek amaciyla modifiye
Ungerstedt yodntemi kullanildi  (Ungerstedt,
1971; Ungerstedt ve Arbuthnott, 1970). Bunun
icin 6-OHDA ile lezyon olusturulan siganlara
subkitan 0.25 mg/kg apomorfin (APO-go)
enjeksiyonu yapildi (Kirik ve ark., 1998; Kirik
ve ark., 2000). Siganlar gbézlem kaplarina tek
baglarina olacak gsekilde yerlestirilerek,
kontralateral rotasyon sayilari 1 saat boyunca
kaydedildi. Apomorfin testi Y-27632 veya
NaCl enjeksiyonlarindan sonra tekrar yapildi
(bkz. galisma akis semasi).

d) Acik alan testi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek
amacilyla acik alan testi yapildi (Kucuk ve ark.,
2008). Bunun igin siganlar tahtadan yapilmis
(90 cm x 90 cm x 40 cm) beyaz renkte ve 25
esit kareye bolinmuis agik alana, yizleri bir
koseye bakacak sekilde tek baslarina
yerlegtirilerek, spontan lokomotor aktiviteleri
(toplam kare gegcme sayisi) 5 dakika slreyle
kaydedildi (Volke ve ark., 1997). Acgik alan
testi 3 farkli periyotta tekrarlandi (bkz. galisma
akis semasi).

1.Gin 2.Gin 18.Gin
Ref. Cerrahi ApM

19.Gin
Y-27632

20.Gin
Y-27632

23.
Gun
ApM

21.Gin
Y-27632

22.Gin
Y-27632

24.Gun
Test-2

19.
Gin
Test-1

1 saat

Ref.: Referans olgimler [agik alan testi (open-field
test), silindir testi (limb-use asymmetry test), bant
testi (somatosensory asymmetry test)], ApM:
Apomorfin testi, Test-1 ve Test-2: agik alan testi,
silindir testi, bant testi. Davranis testleri arasinda
15’er dakikalik bekleme stresi birakildi.

b) lpsilateral subtalamik niikleus
mikroenjeksiyonu

Siganlar randomize olarak iki gruba ayrildi.
Tedavi grubuna Y-27632 (Tocris, 10 nmol / 5
Ml /4 gin), kontrol grubuna ise izotonik
sodyum klorir (5 ul / 4 glin) enjekte edildi. Y-
27632’nin  dozu ©On galismalarimiza ve
literatire gore segildi (Ahn ve ark., 2009; Inan
ve ark., 2015; Narita ve ark., 2003; Saitoh ve
ark., 2006).
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e) Silindir testi

Spontan ©6n ayak kullanim asimetrisini
degerlendirmek amaciyla silindir testi yapildi
(Kirik ve ark., 2000; Schallert ve ark., 2000).
Bunun icin sicanlar seffaf pleksiglas
silindirlere (21 cm x 30 cm) tek baslarina
yerlestirilerek, 5 dakika slreyle spontan 6n
ayak kullanim asimetrileri (ipsilateral ve
kontralateral ayak kullanimi) kaydedildi.
Sonuglar asagidaki formile gore hesaplandi.
Silindir testi 3 farkl periyotta tekrarlandi (bkz.
calisma akis semasi).

% Kontralateral = [Kontralateral / (ipsilateral +
Kontralateral)] x 100



f) Bant testi

Somatosensor asimetri testi (yapigkan bant

testi veya bant testi) motor davraniglan
(ipsilateral ve kontralateral arka ayak
kullanimi)  degerlendirmek icin  kullanildi

(Fleming ve ark., 2012; Glajch ve ark., 2012;
Schallert ve ark., 2000; Sughrue ve ark.,
2006). Bu amagla sigcanlarin arka ayaklarinin
bilek kismina kendinden yapigkan bir bant
(1.5 cm x 1.5 cm) sarildi. Siganlar bu bantlari
cikarmak icin agizlarini (digleri ile g¢ekerek)
velveya 6n ayaklarini (tirmalayarak) kullanirlar
(Sughrue ve ark.,, 2006). Siganlarin
kontralateral ayaktaki bant ile oynama (banti
cilkarma girisimleri) 10 dakika slreyle
kaydedildi. Bant testi 3 farkh periyotta
tekrarlandi (bkz. galisma akis semasi).

Histolojik dogrulama

Davranig deneyleri bittikten 24 saat sonra
siganlar yuksek doz kloral hidrat (600 mg/kg,
Merck) ile derin anestezi altina alindi ve
torakotomi sonrasinda transkardiyak olarak
perflize edildi (100 ml 0.1 M fosfat tamponu +
250 ml %4'luk paraformaldehit, pH: 7.2 - 7.4,
Sigma).

600

Beyin dokulan %4’lik paraformaldehitte 12
saat post-fikse edildi ve daha sonra %30’luk
sukroz  (Sigma) solisyonunda 4 giln
kriyoprezervasyon icin bekletildi. Bir mikrotom
(Leica) yardimiyla 40 um kalinhkta koronal
beyin kesitleri alindi ve ilgili beyin bdlgelerinin
histolojik dogrulamasi i¢in kesitler cresyl violet
ile boyandi. Hatali enjeksiyonlarin yapildigi
sicanlar calismadan ¢ikarildi.

istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama = standart hata
olarak hesaplandi ve tekrarl 6lgimlt varyans
analizi (repeated measures ANOVA),
ardindan eglestirilmis (paired) veya
eslestiriimemis (unpaired) t-testi ile
degerlendirildi (SPSS 14.0). p < 0.05 ve daha
kiiciik degerler anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

I. Apomorfin testi

Subtalamik nikleus Y-27632 enjeksiyonu
kontralateral rotasyon sayilarini  kontrol
grubuna goére anlamh bir sekilde azaltti

(p <0.05, Sekil 1).

—&— NaCl
—O— Y-27632

500

400 +

300

200

Kontralateral Rotasyon Sayisi

100 +

+

*

T
Test-1

T
Test-2

Sekil 1. Subtalamik nikleus Y-27632 enjeksiyonlarinin apomorfin ile olusturulan kontralateral rotasyon
sayilarina etkisi. Test-1: 6-OHDA’den sonraki, Test-2: Y-27632 veya NaCl'den sonraki kontralateral rotasyon
sayilarini géstermektedir. * p < 0.05 NaCl grubuna gore, * p < 0.05 Test-1’e gére anlamhdir. NaCl (N: 6), Y-

27632 (N: 7).
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Il. Agik alan testi 27632 enjeksiyonu bu azalmayi referans
degere cekemese de Test-1'deki degerine

Referans degerlere gore spontan lokomotor kiyasla anlamh olarak artirdi (p < 0.05, Sekil
aktivite, 6-OHDA uygulamasindan sonra 2). Fakat bu artis kontrol grubuna gére anlamli
belirgin sekilde azaldi. Subtalamik nikleus Y- degildi.
80
—o— NaCl
70 A —O— Y-27632

60

50

40

30 A

Spontan Lokomotor Aktivite

20 A

10 4
*

0 T T T
Referans Test-1 Test-2

Sekil 2. Subtalamik nikleus Y-27632 enjeksiyonlarinin spontan lokomotor aktivite lzerine etkisi. 6-OHDA
uygulamasi sonrasinda azalan spontan lokomotor aktivite, Y-27632 enjeksiyonlarindan sonra Test-1 degerine
gore artti. Referans: 6-OHDA’den 6nceki, Test-1: 6-OHDA’den sonraki, Test-2: Y-27632 veya NaCl'den sonraki
spontan lokomotor aktivite degerlerini (cizgi’/kare gegme sayilari) gbéstermektedir. * p < 0.05 Referans degere
gore, " p < 0.05 Test-1’e gére anlamlidir. NaCl (N: 6), Y-27632 (N: 7).

lll. Silindir testi azalmayir Test-1'deki degerine ve kontrol
Kontralateral 6n ayak kullanimi 6-OHDA grubuna kiyasla anlamh olarak artirdi (p <
uygulamasindan sonra belirgin sekilde azaldi. 0.05, Sekil 3).

Subtalamik nilikleus Y-27632 enjeksiyonu bu

120

I Referans
[ Test-1
100 + [ Test-2
g 80
E .
=
K
E 60 -
x
[
>
<
S 40 .
20
NaCl ipsi Y-27632 ipsi NaCl kontra Y-27632 kontra

Sekil 3. Subtalamik nikleus Y-27632 enjeksiyonlarinin kontralateral 6n ayak kullanimina etkisi. 6-OHDA
uygulamasi sonrasinda azalan kontralateral 6n ayak kullanimi, Y-27632 enjeksiyonlarindan sonra kontrol
grubuna ve Test-1 degerine gore artti. Referans: 6-OHDA’den 6nceki, Test-1: 6-OHDA’den sonraki, Test-2: Y-
27632 veya NaCl'den sonraki én ayak kullanim yiizdelerini gdstermektedir. * p < 0.05 Kontrol grubuna gére, * p
< 0.05 Test-1’e gore anlamhdir. NaCl (N: 6), Y-27632 (N: 7).
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IV. Bant testi

Kontralateral ayaktaki bant ile oynama sureleri
6-OHDA uygulamasindan sonra belirgin
sekilde azaldi. Subtalamik niikleus Y-27632

120

enjeksiyonu bu azalmayi referans degere
cekemese de Test-1'deki degerine ve kontrol
grubuna kiyasla anlamh olarak artirdi (p <
0.05, Sekil 4).

100 +

80 -

60

40 A

20 1

Kontralateral Bantla Oynama Siiresi (sn)

—e— NaCl
—O— Y-27632

T

Referans

Test-1

T

Test-2

Sekil 4. Subtalamik niikleus Y-27632 enjeksiyonlarinin kontralateral ayaktaki bant ile oynama stirelerine etkisi.

6-OHDA uygulamasi

sonrasinda azalan kontralateral

ayaktaki bant ile oynama sureleri, Y-27632

enjeksiyonlarindan sonra kontrol grubuna ve Test-1 degerine gore artti. Referans: 6-OHDA’den 6nceki, Test-1:
6-OHDA’den sonraki, Test-2: Y-27632 veya NaClden sonraki kontralateral ayaktaki bantla oynama surelerini
go6stermektedir. * p < 0.05 Kontrol grubuna gére, * p < 0.05 Test-1'e gore anlamhidir. NaCl (N: 6), Y-27632 (N:

7).
TARTISMA VE SONUC

Parkinson hastaliginin ileri ddnemlerinde, yeni
bir tedavi segenegi olan yliksek frekansli derin
beyin stimilasyonu tekniginde, primer hedef
bélge subtalamik nikleus’tur, ¢iinki buradan
eksternal ve internal pallidum’a, substantia
nigra’ya, striatum ve serebral korteks’e 6nemli
projeksiyonlar vardir (Benabid ve ark., 2009;
Henderson ve Dunnett, 1998; Okun, 2012).
Her ne kadar subtalamik nikleus derin beyin
stimllasyonunun hiicresel mekanizmalari tam
olarak aydinlatlamasa da, derin beyin
stimllasyonunun nigrostriatal bolgedeki
dopaminerjik néron kaybina bagh bazal
ganglionlardaki patolojik néronal aktiviteyi
azalttigi, anormal néronal ateslemeyi modile
ettigi distnulmektedir (Rauch ve ark., 2010).

Unilateral nigrostriatal demetin 6-OHDA ile
nérotoksik lezyonu, en iyi bilinen ve guvenilir
deneysel Parkinson hastallk  modelidir
(Deumens ve ark., 2002; Schwarting ve
Huston, 1996). Bu nedenle galismamizda 6-
OHDA yo6ntemini kullandik.
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Y-27632’nin antiparkinson etkisi santral sinir
sistemindeki pek c¢ok selller velveya
subseliler mekanizmalarla iligkilendirilebilir.
Rho/ROCK yolaginin dizensiz bigimdeki
aktivasyonunun, néronal gelisimi ve ndronal

yayillmayi (sprouting) inhibe ederek cesitli
hastaliklara neden olabilecegi
disunulmektedir (Chan ve ark., 2005), zira
ROCK yolaginin  adezyon, migrasyon,

proliferasyon ve apoptoz gibi temel hicresel
olaylardan sorumlu oldugu gosterilmistir (Shi
ve Wei, 2013). Son yillarda yapilan
calismalarda fasudil ve Y-27632'nin farelerde
ve hicre kiltirlerinde MPTP’ye (1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin) bagl
dopaminerjik néron hasarini engelledigi, Y-
27632’nin  hicre kdultirlerinde  rotenon’un
neden oldugu norotoksik etkileri geri gevirdigi
(Sanchez ve ark., 2008), buna karsilik farelere
oral fasudil uygulamasinin 6-OHDA’nin neden
oldugu davranis bozukluklarini dizeltmedigi
ve substantia nigra’daki dopaminerjik néronal
hasari 6nlemedigi, fakat striatum’da dopamin
metaboliti 3,4-dihidroksifenilasetik asid



(DOPAC) duzeyini artirdigi (Tatenhorst ve
ark., 2014) bulunmustur.

Parkinson hastaliginin tedavisindeki temel
hedeflerden bir tanesi de hastaliga bagh

gelisen azalmig motor davraniglari
iyilestirmektir (Denheyer ve ark., 2009).
Cahsmamizdaki en onemli bulgular,

subtalamik nikleus ROCK inhibisyonunun 6-
OHDA'nin neden oldugu davranis ve motor
bozukluklarini dizelterek antiparkinson
benzeri bir etki olusturmasidir. Bu nedenle
Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonunun Parkinson

hastaliginin tedavisinde umut verici
olabilecegi kanisindayiz.  Molekiler ve
immuinohistokimyasal teknikler kullanilarak

ileri calismalarin yapilmasi subtalamik niikleus
ve ROCK yolaginin temel mekanizmalarini
anlamaya yardimci olabilir.
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Bs:—Adrenoseptor Alttipinin Katekolamin
ile indiiklenen Kardiyak Hipertrofi
Uzerindeki Rolii ve Na*/K* Pompasi ile
lligkisi
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Farmakoloji Anabilim Dali, Ankara

GIRIS VE AMAG

Kardiyovaskuler hastaliklar ve mortaliteye
neden olan hipertrofi, asiri sempatik sistem

aktivasyonu ile iliskilidir. B¢- ve Bo-
adrenoseptorler (AR) aracilli  bu yanit
baslangigcta adaptif bir yanit olarak

gelismesine karsin zaman iginde organ

hasari ile fonksiyon bozukluklarina ve
reseptorlerin desensitizasyonuna  neden
olmaktadir. Ote vyandan, ps;-ARler ise

yalnizca yuksek katekolamin duzeylerinde
aktive olmaktadir. Ayrica protein kinaz A ve
B-AR kinazlar icin fosforilasyon boélgeleri
icermedigi icin reseptor desensitizasyonuna
karsi direnclidir. Bs-AR’lar kalp yetmezligi
(Morimoto ve ark. , 2004), diabet (Kayki-
Mutlu ve ark.., 2014) ve egzersiz (Barbier ve
ark., 2007) gibi sempatik sistem
hiperaktivasyonu ile iligkili durumlarda
upreglle olmaktadirlar. Bs-AR’lerin ayrica,
B+- ve PBo-adrenoseptorlerin tersine, negatif
inotropik etkiye aracilik ettigi bilinmektedir.

Bs-AR’lerin myokardiyal hipertrofideki rolleri
henliz tam olarak aydinlatilamamistir. B3-AR
aktivasyonu (Watts ve ark.,, 2013) ya da
overekspresyonunun (Belge ve ark., 2014)

anti-hipertrofik  ve  anti-oksidan etkili
olduklari, NO-sentaz (NOS) aktivasyonu
Uzerinden iskemik hasara karsi Kkalbi

korudugu gésterilmistir (Niu ve ark.., 2012).
Ote yandan, Bs-AR aktivasyonunun, lcaL
akimini inhibe ederek (Zhang ve ark.., 2005)
kardiyak kontraktil disfonksiyona aracilik
ettigi de 6ne surulmektedir (Masutani ve
ark.., 2013).

Bs-AR stimiilasyonunun Na'/K* pompa
aktivitesini arttirdigi bildirilmistir (Bundgaard
ve ark., 2010). Na'/K" pompasi, intrasellller
ca® dengesinin ve hucresel metabolizmanin
strdiriimesinde énemli rol oynayan Na*
elektrokimyasal gradientinin idamesini
saglamaktadir (Bers ve ark.., 2003). Na'/K"
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pompa inhibisyonunu takiben hiicre ici Na*
konsantrasyonlarindaki ilimh bir artis kisa
donemde kontraktiliteyi arttirmasina karsin,
uzun dénemde Na* dengesinin bozulmasina
ve buna bagh olarak hicre hasari ve
kontraktil disfonksiyona neden olmaktadir
(Rasmussen ve ark.., 2009).

Bu noktadan yola ¢ikarak galismamizda, Bs-
AR stimulasyonunun sempatik sistem asiri

aktivasyonu durumundaki rolleri ve bu
kosullarda  Na'/K® pompa aktivitesi
Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi

amaclanmigtir.

GEREG VE YONTEM

Bu galismada 250-300 g agirhiginda erkek
Sprague-Dawley ratlar kullaniimistir.
Deneyler igin Ankara Universitesi Hayvan

Deneyleri  Yerel Etik Kurulundan izin
alinmistir (Karar no: 2014-1-4).

ilk olarak kisa sireli inkibasyon igin
ratlardan kardiyomiyosit izolasyonu

yapilmistir. ilk grup hiicre kontrol grubu
olarak ayrilmis, ikinci grup 3 saat 10 pM
noradrenalin ile Uguncu grup ise 1 saat 100
nM BRL 37344 ve bunu takip eden 3 saat de
BRL'ye ek olarak 10 uM noradrenalin ile
37°C’de inklbe edilmistir. Bu hiicrelerde tim
hiicre patch klamp teknigi ile Na'/K* pompa
akimi (l,) dlgllmistir. Na'/K* pompasini
inhibe etmek amaciyla K* icermeyen Tyrode
solisyonuyla perfliize edilen hiicrelerde 30
dakika sonra 4 mM K’ igeren Tyrode
solusyonuna gecilerek pompa aktive
edilmistir. 0 K™ ile 4 K" éncesi ve sonrasi
akim farki kaydedilmis ve Na'/K* pompa
akimi olarak degerlendirilmigtir.

Daha sonra in vivo uzun sureli tedavi igin
ratlar 3 gruba ayrilmistir. (i) ilk grup olan
sham grubunda ratlara, tedavili gruplarla
ayni cerrahi operasyon uygulanmis ancak
pompa yerlestirimemistir. (ii) Ikinci gruba
hipertrofi modelinin gelismesi amaciyla 14
glin siireyle 4 mg/kg/giin dozda noradrenalin
tedavisi uygulanmistir. (ii) Uglincli gruba ise
noradrenaline ek olarak BRL 37344, selektif
Bs-AR agonisti (10 mg/kg/gtin)
uygulanmistir. Tedaviler ratlara Alzet®
marka (model no: 2002) osmotik mini pompa
araciigiyla uygulanmigtir.  Ratlarin  sag
karotid arteri kanlle edilerek sol ventrikulin
icine in vivo basing-hacim (PV) Kkateteri
yerlestiriimistir. Elde edilen basing-hacim
‘loop”lari, sisteme iliskin  veri  kayit



sisteminde analiz edilmig, ratlarin bazal
hemodinamik  parametreleri  (sistol ve
diyastol sonu basinci, kasilma ve gevseme
hizlari) hesaplanmistir. Standart looplar
kaydedildikten sonra, ratlarin karin bolgesi
acllmig ve vana cava Uzerine 5 saniyelik
basilar  uygulayarak preload  (6nylk)
degisimine kalbin yanitverirligi incelenmisgtir.
Bu sirada elde edilen looplardan elde
degerler Ees, PRSW ve katilik (stiffness)'tir.
Hemodinamik olgimler sonrasinda kalpler
cikarilarak Tyrode sollsyonu i¢inde kandan
temizlenmis ve dondurulmustur.

Dondurulmus dokulardan izole edilen
kardiyak plazma membran lizatlar
biyokimyasal ve  molekuler deneyler

kullanilmistir. ik olarak bu lizatlarda Na'/K*
ATPaz enzim aktiviteleri olgliimustur. Daha
sonra western blot yontemiyle gesitli protein
ekspresyonlari degerlendirilmistir.

200+

1504

100+

Kapasitans (pF)

50+

=

0
NA BRL‘+NA

K
Sekil 1. (A) Hucrelerin kapasitans degerleri.
oranl. *, p<0.05; **, p<0.01

Na'/K* ATPaz Akim Olgiimii

0 K" perfiizyonu ile inhibe edilen Na'/K*
pompa akimi 4 K’ ile perflizyona
baslandiginda tekrar aktive olmaktadir. Bu
durum kontrol hiicrelerde bifazik bir yanita
yol agmaktadir. Pompa aktivasyonu once
hizli bir disa dodru akimla pik yapmakta
(Inak-pik) V€ devaminda azalarak bir kararli
duruma (steady-state) ulagsmaktadir (Inak-ss)
(Sekil 2A). Ayrica, goOzlenen degisikliklerin
Na'/K" pompasi aracili olup olmadiginin
kontrolini yapmak amaciyla ayni protokol
pompay! inhibisyonunu saglayan 20 uyM

Tum deneylerden elde edilen sonuglar
GraphPad PRISM 5 (for Windows, Version
5.0) programi kullanilarak analiz edilmistir.

BULGULAR

Morfolojik Ozellikler

In vitro 6lgimler igin kisa sureli olarak inkube
edilen hdcrelerin  buyuklukleri ilk olarak
kapasitans degerleri karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Sekil 1A). In vivo 6lgim
sonrasinda ise kalpler tartildiktan sonra bir
hipertrofi belirteci olarak degerlendirilen, kalp
agirhginin vicut agirligina orani
hesaplanmistir. Bu oranin noradrenalinle
tedavi edilen ratlarda anlamli olarak artmis

oldugu bulunmustur. Buna karsin BRL
tedavisi kalp kutlesindeki artigi  kismen
azaltmaktadir (Sekil 1B).

B *

5 w1
4

KN

S .

<
1,
0 T T

K NA  NA+BRL
*, p<0.05 ; (B) Kalp agirlig1 (KA)/vicut agirhgr (VA)
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ouabain varliginda da tekrarlanmigtir. Bu

kosullar altinda, ektrasellller K*
konsantrasyonun degismesi pompa
akiminda herhangi bir farkhhga yol

acmamaktadir (Sekil 2A).
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Sekil 2. A. Ouabain varliginda ve yoklugunda Na'/K* pompa akiminin tekrar aktivasyonunu

takiben membran akiminda gozlenen yanit.

B. Kontrol,

noradrenalinle inkibe edilen ve

BRL+noradrenalinle inkibe edilen kardiyomiyositlerden kaydedilen 6rnek membran akim

traseleri.

Noradrenalinle inkube edilen
kardiyomiyositlerde ise hem pik (Inak-peak)
hem de kararli durum (Inak-ss) akimlari
azalmaktadir (Sekil 3A-B). BRL 37344
ilavesi ise kararli durum akimlarini kontrol
dizeylerine geri dondurmustir (Sekil 3B).
iiging olarak, bu hicrelerde 4 K
perfizyonuna gegildigi anda goézlenen pik
akimi tamamen kaybolmustur. Pompa akimi
yavas olarak artmis ve kararli duruma
ulasmistir. Bu hulcrelerin pik akim degeri
olarak kararli durumda ulastigi pik akimi

Ip-peak (PAPF)

0.5

a0

55 (PAPF)

Iy ekl

K NA  ERL+NA

< (PA/RF)

I

Na*/ K~ ATPaz Aklivitesi

kabul edilmistir. Bu akim profilinin kontrol ve
noradrenalinle inkube edilen
kardiyomiyositlerden tamamen farkh oldugu

gézlenmistir (Sekil 2B).  Ote vyandan,
hemodinamik parametleri Olgllen ratlarin
kardiyak hicre membranlarinda

biyokimyasal olarak Na'/K* ATPaz enzim
etkinligi  Olgllmustir. Hipertrofik kalplerde
Na'/K* ATPaz enzim etkinliginin anlamli
olarak azaldigi1 gozlenmigtir. BRL tedavisi ise
bu azalmayr kontrol duzeylere geri
déndirmektedir (Sekil 3D).

064
0.4
0.2

0.0
K NA  BRL+NA

[umol Pilh/mg protein]
&

K NA  NA+BRL

Sekil 3. Pik akim (Ippeak) (A) , kararli durum akimi (Ipss) (B) , lp-pea/lp-ss orani (C) ve Na*/K" -

b
ATPaz aktivitesi (D)
p<0.001
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parametrelerinin gruplar arasi karsilastirmasi. *, p<0.05; **, p<0.01, ***,



Hemodinamik Parametreler

Kateter ile elde edilen basing-hacim grafikleri
(PV loop) analiz edilerek kalbin tim
hemodinamik parametreleri hesaplanmistir.
Kalbin  sistolik fonksiyonunu  gdsteren
kasilma hizi (dP/dtmax), sistol sonu basing
(LVP) parametrelerinin noradrenalin tedavili
ratlarda arttigr bulunmustur. Ayrica, kalbin
diyastolik fonksiyonuna ait fikir veren
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parametrelerden gevseme hizinin (dP/dtmin)
azaldigi, diyastol sonu basincin (EDP) ise
arttigi gozlenmigtir. EDP haricindeki butin
parametrelerin  BRL 37344 tedavisi ile
kontrol dizeylerine geri dondugu
gozlenmistir. Noradrenalin tedavili ratlarda
artan EDP degeri ise BRL tedavisiyle bir
Olgide azalmasina karsin kontrol duzeyine
ulasmamistir.

[3 NA NABAL

Sekil 4. Tedavilerin sol ventrikiil basing parametreleri tGzerindeki etkileri. A) sistol sonu basing
(ESP); B) kasilma hizi degerleri (dP/dtmax); C) diyastol sonu basing (EDP); D) gevseme hizi

degerleri (dP/dtmin). ***, P<0,001

Bazal hemodinamik parametreler
kaydedildikten sonra 5 saniyelik basilar
uygulayarak preload (6nyik) degisimine
kalbin yanitverirligi incelenmistir. PRSW

artisi  kontraktilitenin  NA tedavili ratlarda
arttigini  gostermektedir. Bu artis BRL
tedavisiyle  kontrol  duzeylerine  geri

donmektedir. Ees de sistolik performansin
bir go6stergesidir. Hipertrofik ratlarda bu
parametrenin de arttigi ve BRL tedavisiyle
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{mmHg}
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geri dondigu gézlenmistir. EDPVR grafiginin
egimi olan ve sertligi ifade eden deger de NA
tedavili ratlarda artmistir. Bu deder BRL
tedavisiyle azalmistir ancak bu azalma
istatiksel olarak anlaml degildir. Ayrica
afterload’'un bir gOstergesi olan arteryel
elastisite (Ea) degerinin de hipertrofik
ratlarda arttigi, BRL tedavisiyle de kontrol
dizeylere geri dondigu goézlenmistir (Sekil

AAAAAAAA

K NA  NA=BRL

Sekil 5. Vena cava (zerine basi uygulanarak degisen preload ile kalbin yanitverirligi arasindaki
iliskiyi ifade eden parametrelerde gruplar arasinda gozlenen farkhliklar. *, p<0.05, **, p<0.01.
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Sekil 6’da gruplara ait birer PV loop 6rnegi
gorulmektedir. Hipertrofik ratlarin basing-
hacim grafiklerinin ince ve dar bir profil
sergiledigi, BRL tedavisiyle ise bu profilin

tekrar  kontrol grafiklerine  benzemeye
basladigi goriimektedir.
K
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Sekil 6. Kontrol, NA- ve NA+BRL-tedavili ratlardan elde edilen érnek birer basing-hacim déngdileri

(PV loop).

Protein Ekspresyonlari
lIk olarak hipertrofi belirteci olan ANP protein

ekspresyonlari  Olgilmigstir.  Hipertrofik
ratlarda ANP duzeyleri beklendigi gibi
artmistir. BRL tedavisi ise ANP

ekspresyonlarini azaltmaktadir. Daha sonra
Bs-AR ekspresyonlari incelenmigtir. Asiri
sempatik aktivasyon beklendigi gibi Bs;-AR
ekspresyonunu %140 oraninda arttig
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g06zlenmistir. Selektif B3-AR stimUlasyonu ise
bu orani  kontroller duzeyine  geri
déndirmistir. Calismamizda ayrica Na'/K”
pompa alt Unite ekspresyonlari da
incelenmistir. a1 ve p1 alt dnite
ekspresyonlarinda istatiksel bir anlamlilik
olmamasina karsin a2 alt Unite
ekspresyonlarinin noradrenalin tedavisiyle
azaldigi, BRL tedavisiyle ise kontrol
dizeylerine geri dondugu gozlenmistir.



ANPIGAPTH
(rolatif yogunluk}

2]

NKA o UGAPDH
(rolatif yogunluk)

NKA ¢ 21GAPDH
{rilabf yoguniuk)

Sekil 7. ANP (A), Bs-AR (B), NKA a1 (C),
p<0.05, **, p<0.01.

TARTISMA VE SONUC
Calismamizda, sempatik sistem aktivasyonu
sonucu gelisen rat hipertrofi modelinde (33-

ARlerin  Na™-K" pompasi lzerindeki
etkilerinin arastiriimasi amagclanmigtir.
Oncelikle, taze izole edilmis rat

kardiyomiyositlerinde kisa (3 saat) sureli, in
vitro noradrenalin inkiibasyonunun Na'/K*
pompa akimini azalttigi gézlenmigstir. Ortama
Bs-AR agonisti BRL 37344 eklendiginde ise
pompa akimindaki azalma geri donmektedir.
In vitro olarak elde edilen bu bulgunun in
vivo etkilerinin incelenmesi amaciyla ise
ratlara 2 hafta sireyle noradrenalin tedavisi
uygulanarak hipertrofi modeli gelistirilmistir.
Bu ratlarin kardiyak fonksiyonlari sol
ventrikil basing-hacim analiz ydntemiyle
incelenmistir. Kalp agirligi/beden agirhigi
orani artan noradrenalin tedavili ratlarin
sistolik fonksiyonlarini gdésteren ESP ve
dPmax; diyastolik fonksiyonlarin géstergesi
olan EDP degerlerinin arttigi ve dPmin
degerinin ise azaldigi gézlenmistir. Buna ek
olarak, yuk-bagimsiz kontraktilite indeksleri
PRSW ve Ees degerleri ile ventrikdl
sertliginin de noradrenalin tedavili ratlarda
arttigr gozlenmistir. Afterload’u tanimlayan
Ea parametresi de hipertrofik ratlarda
artmaktadir. Noradrenalin tedavisiyle geligsen
sistolik  performans artisinin  afterload
artisina karsi gelisen kompensatuvar bir
yanit oldugu dusunilmektedir. B3-AR
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a2 (D) ve B1 (E) alt Unite protein ekspresonlari. *,

agonisti BRL 37344 tedavisiyle ise bu
parametrelerin  kontrol duzeylerine geri
donduglu  gozlenmistir.  Hipertrofik  rat

kalplerinde ayrica, Na'/K" pompa aktivitesi
azalmaktadir. Noradrenaline ek olarak BRL
37344(in tedaviye eklenmesiyle Na'/K'
pompa aktivitesi dizelmektedir. Ayrica,
hipertrofi  belirteci bir gen olan ANP
dlzeylerinin de noradrenalin tedavisiyle
arttigi, Bs-AR stimilasyonuyla ise azaldigi
g6zlenmistir. Hipertrofik ratlarda B3;-AR
ekspresyonlari artmakta, BRL tedavisiyle ise
bu artis geri donmektedir. Ote yandan,
hipertrofide NKA alt Unitelerinden a1 ve B1
ekspresyonlarinda bir degisiklik olmazken a2
alt Unitesinde bir azalma gozlenmistir. B3-AR
agonist tedavisi ise bu azalmayl geri
déndirmektedir. Spesifik B3-AR agonizminin
Na'/K* pompa stimilasyonu aracili
antihipertrofik etkilerinin gOsterildigi
galismamiz, hipertrofi tedavisine yeni bir
potansiyel terapétik yaklasim sunmaktadir.
Buna ek olarak, hipertrofi patofizyolojisinin
daha iyi anlagilmasina da katki
saglamaktadir.
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Olan
Gebelerde Gebelik Sonuglari ve Risk

Kontrendike ilag  Kullanimi

Degerlendirmesi

Zeynep OZTURK

Izmir  Atatiirk  Egitim ve  Aragtirma
Hastanesi Klinik Farmakoloji ve Toksikoloji
Birimi, [zmir

GIRIS VE AMAG

Klinikte sikga kullanilan bazi ilaglar, ya olasi
teratojenik etkileri nedeniyle ya da kullanim
endikasyonlari bulunmadigindan gebelikte
kontrendikedir.  Gebelikte ilaca bagh
teratojenik etki riski degerlendirimesinde,
degisik kaynaklar kullanilabilmekte olup
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) gebelik
kategori sistemi ile bazi elektronik veri
tabanlari  (MotherToBaby, @ REPROTOX,
TERIS gibi) bunlar igerisinde en
bilinenleridir. Ozellikle FDA  gebelik
kategorileri (Kategori A,B,C,D, X) gebelikte
ilac  kullanimi konusunda  hizl bir
degerlendirme olanagdi sagladigi icin siklikla
kullanilmaktadir. Ancak bu sistem, kisa ve
pratik bilgi saglamakla birlikte tek basina
oldukga yetersizdir. ilacin kullanim sekli ya
da hasta Oykusu dikkate alinmaksizin,
yalnizca etken maddeye iligkin hayvan
deneyleri ve insan deneyimleri
dogrultusunda yapilmis genel bir gebelik
siniflamasidir. Bu nedenle ilag kullanimi olan
Ozel klinik olgularin degerlendiriimesini bu
kategoriler araciigiyla yapmak mumkin
olmamaktadir. 2014 yilinda FDA, yayinladigi
bir raporla bugline kadar kullanilan bu harf
siniflamasini kaldirdigini ve bunun yerine
risk degerlendirmesinin mevcut olgular
esliginde, oykuleme seklinde yapilmasi
gerektigini bildirmistir (Sinclair ve ark., 2016).

Gebelikte kontrendike ilaglar, FDA
sinifamasina goére “gebelik kategorisi X’
olarak kabul edilmis ilaclardi ve bu kategori
‘hayvan galismalari ya da insan verilerine
goére fetus Uzerinde artmis teratojenik risk”
olarak ilag prospektuslerinde de
tanimlanmaktaydi. Ozellikle hastalar
acisindan kolay ulagilabilir bir bilgi kaynagi
olan ila¢ prospektuslerinde, ilacin gebelikte
kontrendike olup olmadigi, eskiden risk
kategorisiyle belirtilirken artik gebelikte ilacin
kullanimina dair mevcut olgularin bilgisiyle,
uyarilar baghgl altinda yer almaktadir
(Greene, 2015). Kontrendikasyon, yiksek
risk ve ilag istenmeyen etkilerine dair
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tanimlamalari iceren bu uyarilar, hastalarda
endise ve sorulara yol agabilmektedir (Pines,
2015). Bu nedenle gebeliginde ilag
maruziyeti olan hastalarin olasi etkiler
konusunda objektif olarak bilgilendiriimeleri
onemlidir. Ancak bilgilendirmeyi yapan
hekim de, hastanin endiselerini
arttirmamaya 0zen gostererek mumkun
oldugunca olumsuz yorumlar yapmaktan
kacinmalidir.

Gebe kadinlarin kontrendike ilaglara maruz
kalmamalari gerekmektedir. Ancak bu, bu
tirden bir maruziyetin her zaman gebelige
zarar verece@i, ilacin zararli bir etki
gOsterecegi anlamina gelmemektedir.
Literatirde gebelikte kontrendike (Kategori
X) ilaglarin regetelenmesine iliskin yapilmis
retrospektif calismalar bulunmakla birlikte bu
calismalar, gebelik sonuglarina dair herhangi
bir veri icermemektedir (Cooper ve ark.,
2004; Kao ve ark., 2014; Song ve ark.,
2016).

Bu calismanin amaci gebelikte kontrendike
(Kategori X) ilag maruziyeti olan kadinlarda
obstetrik ve neonatal sonuglarin
degerlendiriimesidir.

GEREG VE YONTEM

Degerlendirmeye alinan butin hastalara,
Ocak 2007 ve Aralik 2012 tarihleri arasinda
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dalr’'na gebelikte ilag
kullanimi nedeniyle yapilmis basvurularin
kayitlarindan ulasiimistir. Bu calisma Kklinik
arastirmalar etik kurulu tarafindan
onaylanmig olup bitin hastalar tibbi
Oykulerinin arastirma amach kullanilacagi
yonunde bilgilendirilmigtir.

Buna gbre mevcut kayitl
gebelikte kontrendike olan ve FDA
tarafindan gebe basvurularinin  oldugu
dénemde Kategori X olarak tanimlanmig ilag
maruziyetleri belirlenmisgtir. Hastalarin
kayitlari geriye donuk degerlendiriimis olup
bu kayitlar, ilk bagvuruda hasta ile yiz yize
goérisme esnasinda alinan su bilgileri
icermektedir: gebeye ait demografik veriler,
obstetrik 6ykil (6nceki gebelikler, disuk,
kirtaj, dogumsal anomali varlgi), medikal
Oykl (gecirilmis operasyonlar, bilinen kronik
hastaliklar), aile dykusu, akraba evliligi, kan
uyusmazligi, igki/ sigara kullanimi ve ilag
kullanim 6ykust (doz, sire ve gebelik
dénemi).

verilerden,



Dogum yapmis olmasi beklenen gebelerin
takibi telefon gérismesi araciliiyla gebenin
kendisi vel/veya aile hekimine ulagilarak
gerceklestiriimistir. Gebelik komplikasyonlari
ve detayli gebelik sonuglari (canli dogum,
erken dogum, dogustan kusur, 6l dogum,
disik, kirtaj) ile ilgili bilgiler toplanmistir.

Kontrendike ila¢ maruziyeti olan gebeler
(grup X, n=52), teratojen olarak bilinmeyen
baska ilag maruziyetleri nedeniyle, ayni
dénemde bagvuruda bulunmugs gebelerle
(kontrol grubu, n=162) karsilastirilmistir. Bu
kontrol grubuna ait veriler de diger gruptaki
gebelere ait verilerle ayni  sekilde
toplanmistir.

Sonuglar sayi ve ylzde olarak sunulmustur.
Dusuk oranlari hesaplanirken ilag maruziyeti
olan gebelik sayisindan kurtajla sonlanan
gebelik  sayisi cikarilarak  oranlama
yapiimistir. (dislk sayisi/ ilag maruziyeti
olan gebelik sayisi- kurtajla sonlanan gebelik

sayisl). Risk oranlari (RO) %95 given
araliginda (GA) SPSS 16.0 programi
kullanilarak hesaplanmistir. Sirekli

degiskenlerin karsilastirimasinda Student t-
testi, kategorik degiskenler acisindan gruplar
arasindaki farkliliklar igin Ki-kare testi ve
Fisher'in kesin testi kullaniimigtir. Analiz
sonuglari, P degeri 0,05’ten kigik oldugu
hallerde istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR
1. Maternal Karakteristikler

Ocak 2007 ve Aralik 2012 tarihleri arasinda
gebelikte kontrendike ilag maruziyetine iligkin
toplam 52 gebeye ulasiimistir (Grup X).
Kontrol grubu ayni donemde bagvuran ve
bilinen teratojen maruziyeti olmayan 162
gebeden olugmaktadir. Her iki gruba ait
maternal karakteristikler Tablo 1’de detayli
olarak verilmistir. Kontrol grubunda cocuk
dogurmamis olma orani, diger gruba oranla
daha yiksek bulunmustur (%41,9 vs %28,8).
Kontrendike ila¢ maruziyeti olan gebelerde
ise sigara icmeme orani, kontrol grubuna
gbre bir miktar yiksek olup bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (%78,9 vs
%68,6). Diger Ozellikler agisindan iki grup
acisindan anlaml bir farklilik gérulmemisgtir.
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2. Kontrendike ilag Maruziyetleri

Tablo 2’de gebelerde maruziyeti tespit edilen
kontrendike ilaclar detayh olarak
sunulmustur. Grup X'te yer alan gebelerin
gogunlugunda hormonal kontraseptif (n=28),
ergotamin (n=10), izotretinoin (n=6) ve
atorvastatin (n=5) kullanimi olmustur. Tespit
edilen ila¢g kullanim endikasyonlari (n=52)
siklik sirasina gore soyledir: kontrasepsiyon
(22/52), sekonder amenore (6/52), migren
(10/52), akne (6/52), hiperlipidemi (5/52) ve
digerleri (3/52). Takipte kaybedilen hasta
olmamistir.

Kontrendike ilag maruziyetleri 6 gebelikte ilk
ve ikinci trimesterde gerceklesirken diger
gebeliklerde yalnizca ilk trimester maruziyeti

s6z konusudur. Gebeliklerin  %75’inde
kullanilan ilag gebelik oncesinde
baglanmistir. Doért gebeden bir tanesi
gebeliginin  farkinda olmadan, gebelik
mevcutken kontrendike ilagla tedaviyle
baslamistir. Kontrendike ila¢ kullanimlari,

gebelik tespitinden hemen sonra butin
gebelerde kesilmigtir.

3. Gebelik Sonuglari

Kontrendike ilag kullanimi olan gebelerin
gebelik sonuglari Tablo 2'de detayli olarak
verilmistir. Hormonal kontraseptif kullanimi
olan gebelerden bir tanesinin bebeginde
inmemis testis tespit edilmigtir. Bu gebede
anne yasl 34 olup noretisteron enantat/
estradiol valerat (50 mg/ 5 mg, aylik, kas i¢i)
uygulamasi gebeligin 5. haftasinda gebelik
fark edilmeden yapilmistir.

Kontrendike ila¢ kullanimi tespit edilen 52
gebeligin 5'i duslkle sonuglanmistir ve bu
gebeliklerden 38 canli dogum meydana

gelmistir. Dusuk gbzlenen  gebeliklerin
3’'nde hormonal kontraseptif kullanimi
(3/28), 7Tinde ergotamin (1/10) ve diger

gebede atorvastatin (1/5) kullanimi oldugu
gOrtlmastir.  Canli dogumlarin  birinde
inmemis testis seklinde dogustan kusura
rastlanirken  (1/38) dider gebeliklerden
ikisinde erken dogum (37. gebelik
haftasindan 6nce dogum) gergeklesmistir.
Erken dogan her ki bebegin (2/38)
annesinde de gunlik 10 adet ve Uzerinde
sigara i¢imi 6ykuslU bulunmaktadir. Sagliksiz
gebelik sonuglarina ait diger detaylar Tablo
3’te sunulmustur.



Tablo 1. Maternal Karakteristikler

Grup X Kontrol
(n =52) (n=162)
Anne yasi (yil)
Ortanca 29 29
Min.- maks. 20 - 45 18 -44

Sigara Kullanimi

Yok

41/52 (% 78.9)

111/162 (% 68,6)

<5 adet/giin 6/52 (% 11,6) 19/162 (% 11,7)
>5 adet/giin 5/52 (% 11,5) 32/162 (% 19,7)
Alkol

Yok 51/52 (% 98,1) 159/162 (% 98,2)
<1 igkilgtin 1/52 (% 1,9) 3/162 (% 1,8)

Onceki gebelikler

0

15/52 (% 28,8)

60/162 (% 37,0

)
1 16/52 (% 30,8) 46/162 (% 28 4)
2 15/52 (% 28,8) 33/162 (% 20,4)
>3 6/52 (% 11,6) 23/162 (% 14,2)

Onceki dogumlar

0 15/52 (% 28,8) 68/162 (% 41,9)
1 25/52 (% 48,1) 61/162 (% 37,7)
2 7152 (% 13,5) 22/162 (% 13,6)
>3 5/52 (% 9,6) 11/162 (% 6,8)

Onceki diisiikler

0

45/52 (% 86,6)

139/162 (% 85,8)

1

5/52 (% 9,6)

20/162 (% 12,3)

2

2/52 (% 3,8)

3/162 (% 1,9)

Basvuru esnasinda gebelik haftasi

Ortanca

Min.- maks.

4-20

3-32
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Tablo 2. Gebelikte Kontrendike ilag Maruziyetleri

ilag Gebelik | Canhi Kiirtaj Disiik | Erken Dogustan | Ek

(kullanim gekli) Dogum Dogum | Kusur

Hormonal

Kontraseptifler

MPA (oral) 11 9 1 1 - - Gebelik
kaybi
(8.
hafta)

EE/LNG (oral) 5 4 1 - - -

EV/NG (oral) 5 3 1 1 - - Gebelik
kaybi
(24.
hafta)

LNG (oral) 1 1 - - - -

EB/P (IM) 1 1 - - 1 -

EE/DRSP (oral) 1 - 1 - - -

EE/DSG (oral) 1 - - 1 - - Gebelik
kaybi
(10.
hafta)

EV/NE (IM) 2 1 1 - - 1 K.K.

NE (oral) 1 1 - - - -

Diger ilaglar

ERGOTAMIN (oral) | 10 9 - 1 1 - Gebelik
kaybi
(20.

_ hafta)

IZOTRETINOIN 6 3 3 - - -

(oral)

ATORVASTATIN 5 3 1 1 - - Gebelik

(oral) kaybi
(7.
hafta)

MISOPROSTOL 2 2 - - - -

(oral)

ASITRETIN (oral) 1 1 - - - -

IM: intramUskdler, kas ici; MPA: medroksiprogesteron asetat; EE/LNG: etinilestradiol / levonorgestrel; EV/ING:
estradiol valerat / norgestrel; LNG: levonorgestrel; EB/P: estradiol benzoat / progesteron; EE/DRSP: etinil
estradiol / drospirenone; EE/DSG: etinilestradiol / desogestrel; EV/NE: estradiol valerat / noretisteron; KK:
konjenital kriptorsidizim, dogustan inmemis testis; NE: noretisteron.
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Tablo 3. Sagliksiz Gebelik Sonuglari

Yas| ilaglar Doz Maruziyet | Obstetrik Alkol, Ek
(yn) (mg/giin)| Haftasi Oykiisii Sigara
(SAT’e (guinliik)
gore)
D, 34 | MPA 5, oral 4-5 0G: 7 - Endikasyon:
(8. hafta) OD: 2 sekonder amenore
Duslk: 0 Ek ilacglar: (0- 8
Kdartaj: 5 hafta): asetil
salisilik asid 300
mg/guin, okserutin
500 mg/gin (vendz
yetmezlik)
D, 31 | EVING 2/0,5, 2-6 0G: 2 - Endikasyon:
(24. hafta) oral OD: 1 sekonder
Dusuk: 1 amenore
Kirtaj: 0
D, 34 | EE/DSG 0,03/0,15] 4-7 OG: 1 - Endikasyon:
(10. hafta) oral OD: 1 kontrasepsiyon
Duistik: 0
Kirtaj: 0
D, 45 | Ergotamin 0,75; oral| 0-5 0G: 5 - Endikasyon:
(20. hafta) (mekloksamin, OD: 4 migren
kafein, Duslk: 0 Ek ilaclar (O-
parasetamolle Kdartaj: 1 20. hafta):
kombine) levotiroksin 50
mcg/gun
(hipotiroidi)
Ds 33 | Atorvastatin | 80, oral | 0-5 0G: 0 - Endikasyon:
(7. hafta) OD: 0 hipertansiyon
Duslk: 0 Ek ilaclar (O- 5.
Kirtaj: 0 hafta): epoetin
beta 100
mcg/ay,
asetilsalisilik
asid 300
mg/gln, karnitin
3 g/hafta,
parikalsitol 15
mcg/hafta,
kalsiyum asetat
750 mg/gln
(renal
yetmezlik)
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ED, 33 | EB/P 2,5/ 12,5;

7-8
IM (bir defa)

0G: 0
OD: 0
Diisik: 0
Kirtaj: 0

40 adet
sigara

Endikasyon:
sekonder amenore
Ek ilaclar (O- 5.
hafta):
amoksisilin
2000 mg/gun,
naproksen 550
mg/gln,
loratadin 10
mg/gln
(pndmoni)

Ek ilaglar (7- 11.
hafta):
alprazolam 0,5
mg/gln
(anksiyete)

ED, 38 | Ergotamin 0,75; oral
(mekloksamin,
kafein,

parasetamolle

kombine)

0-4

0G: 1
OD: 1
Diisiik: 0
Kirtaj: 0

10 adet
sigara

Endikasyon:
migren

DK; 34 | EVINE 5/50, IM

4-5
(bir defa)

0G: 4 -
OD: 4

Diisiik: 0
Kirtaj: 0

Endikasyon:
kontrasepsiyon
Ek ilaclar (7- 8.
hafta): setirizin
10 mg/gln,
psodoefedrin
hidroklorid 40
mg/gln,
levofloksasin
750 mg/gin,
flurbiprofen 200
mg/gun (sinuzit)

D: disiik, ED: erken dogum, DK: dogustan kusur, SAT: son adet tarihi, OG: dnceki gebelikler,OD:
onceki dogumlar, MPA: medroksiprogesteron asetat; EE/LNG: etinilestradiol / levonorgestrel; EV/NG: estradiol
valerat / norgestrel; LNG: levonorgestrel; EB/P: estradiol benzoat / progesteron; EE/DSG: etinilestradiol /

desogestrel; EV/NE: estradiol valerat / noretisteron

4. Risk Degerlendirmesi

Kontrol grubundaki gebelere ait sonuclar ve
her iki grubun sonuglarinin karsilastirmasi (p
degerleri ve risk oranlariyla) Tablo 4.’te yer
almaktadir. Buna go6re iki grup arasinda
dusuk, erken dogum ve dogustan kusur
oranlari bakimindan istatistiksel olarak bir
anlamhlik tespit edilmemigtir. Bununla birlikte
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kontrendike ilag maruziyeti olan gebelerde
canli dogum oranlari, kontrole gore bir miktar
disik bulunmus olup (%73,0 vs %85,8) bu
farkhlik, kurtaj oranlarinin bu grupta daha
fazla olmasindan kaynaklanmistir (%17,3 vs
%7,3; RO 2,54 %95 GA: 1,11 — 5,80; P=
0,027).




Tablo 4. Gebelik Sonuglari

Grup X Kontrol Grup X vs | Grup X vs
n (%) n (%) Kontrol Kontrol
RO (95% GA?®) P degeri
Gebelik 52 162
Canli Dogum 38 (73,0) 139 (85,8)
Diisiik ° 5/52 (9,6) 12/162 (7,4) 1,29 (0,47- 3,51) 0,39
Kiirtaj 9/52 (17,3) 11/162 (7,3) | 2,54 (1,11- 5,80) 0,027
Erken Dogum 2/38 (5,2) 7/139 (5,0) 1,03 (0,22- 4,79) 0,61
(<37 hafta)
Dogustan Kusur 1/38 (2,6) 4/139 (2,8) 0,91 (0,10- 7,94) 0,70

2 giiven araligr; ° kiirtaj sayisi gikariimistir.

TARTISMA VE SONUG

Bu calismanin ilk asamasinda, bulgularda
adi gecen diger ilaglarin yani sira
tiyokolsikosid (gebelik kategorisi son olarak
“X” ilan edilen bir kas gevsetici) kullanimi
olan gebelerin sonuglari da incelenmistir;

ancak bu ilacin gebeler tarafindan
kullanildigi  dénemde tanimlanan gebelik
kategorileri ~ “bilinmiyor, B veya C’

oldugundan ve calismada kategori sistemine

bagl olarak kontrendike ilag
degerlendiriimesi  yapilmasi nedeniyle,
gebeliginde tiyokolsikosid kullanimi olan

gebeler bu calismadan cikariimigtir. Bu
gebelere ait gebelik sonuglari ayrica, ilaca

dair 2013 wyilindan sonra yayinlanan
guvenlik uyari raporlariyla birlikte
degerlendirilerek Reproductive
Toxicology' de (2016; 60:129-132)

yayinlanmigtir.

Toplam 214 gebeye ulasilan bu galismada,
kontrendike (Kategori X) ila¢ kullanimi olan
52 gebelige ait maternal karakteristikler, ilag
maruziyet sekilleri ve gebelik sonuglar
irdelenmis; elde edilen veriler risk
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degerlendirmesi amaciyla kontrol grubunda
162 gebelige ait veriler ile karsilastiriimigtir.
Kontrendike ilag maruziyeti olan gebelerin
yarisindan fazlasinin (28/52) ya gebelikten
korunma ya da adet duzensizlikleri nedeniyle
hormonal kontraseptif kullandigi
gorulmektedir. Adet dizensizlikleri, gebelik
belirtilerini ya da erken donem dusugu
maskeleyebilir. Gecikmis adet periyodu,
gebelidin erken belirtilerinden olabilir. Bazi
kadinlarin konsepsiyondan sonra 1-2 hafta
icerisinde kisa sureli ve az miktarda adet
kanamasina benzer kanamalari
olabilmektedir. Gebelik, sekonder
amenorenin en sik karsilasilan nedeni
oldugundan adet periyodunda aksama olan
kadinlarda gebelik testi genellikle
Onerilmektedir (Pletcher & Slap, 1999).
Calismamizda da hormonal kontraseptif alan
28 gebenin 6'si  “sekonder amenore”
tanisiyla tedaviye baglamis olup bu gebelere
tedavi oncesinde herhangi bir gebelik testi
(idrar ya da kan testi) yapiimamistir.

Calismamizin sonuglarina gére ergotamin,
kontrendike ilag maruziyeti olan gebeler
arasinda en sik kullanilan ikinci ilagtir




(10/52). Ergotamin tartarat (0,75 mg/gin,
oral) kafein, mekloksamin, parasetamol
kombinasyonu migren tedavisinde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Calismamizda
ergotamin kullanimi  olan gebeler, ilag
tedavisine gebelik Oncesinde baglamis,
gebelik tanisi konulana dek ilag kullanimina
devam etmis olup ergotamin maruziyetlerinin
sadece ilk trimesterde gerceklestigi tespit
edilmistir. Pek ¢ok gebelikte migren, gebelik
oncesinden kalma bir sorun olarak kargimiza
cikmaktadir. Hormonal degisimler ve gebede
artmis kan hacmi ilk trimesterde bas
agrilarini  tetikleyebilirse de bu tip bas
agrilarinin  ikinci ve Uguncu trimesterde
azalmasl ya da kaybolmasi beklenmektedir
(Melhado ve ark., 2007). Gebelikte migren
tedavisinde oncelikli olarak ila¢ disi tedaviler
dusunulmelidir (Contag & Bushnell, 2010).

Maternal karakteristikler gruplar arasinda
karsilastirildiginda kontrendike ilag kullanimi
olan gebelerde daha 6nce gebe kalmis olma
oranlarinin kontrole gore hafif yiksek oldugu

goérilmektedir (% 71,2 vs %63,0). Bu
gruptaki gebelerin 6nemli bir kisminin
hormonal kontraseptif kullandigi da g6z

onudne alindiginda bu gruptaki gebeliklerin
cogunun plansiz ve istenmeyen gebelikler
oldugu anlasiimaktadir. Dunya genelinde
gebeliklerin yaklagik %401 plansiz
olusmaktadir (Sedgh ve ark., 2014). Plansiz
ya da zamansiz gebelikler, erken gebelik

doéneminde kazara olusan ilag
maruziyetlerinin en énemli nedenidir.

Kontrol grubundaki gebelerle
karsilastiriidiginda, kontrendike ilag

kullanimi olan gebelerde daha az sigara
icimi tespit edilmistir. Bu gruptaki gebelerin
cogunlugunun hormonal kontraseptif
kullandiklari duasunulirse bu sonug¢ hi¢ de
sasirtici degildir. Ozellikle 35 yas ve (izeri
kadinlarda, hormonal kontraseptiflerle birlikte
sigara kullaniminin kardiyovaskuler hastalik
riskini arttirdigi ve koroner arter hastaligini
agirlastirdigi  gosteren kanitlar mevcuttur
(Lowe, 2006).

Gebelikte kontrendike ilaglarin kullanimindan
ya da recetelenmesinden gebe veya gebe
kalmasi muhtemel kadinlarin tedavilerinde
kacinmak gerekir. Yine de bu tirden ilaglara
maruziyetler, gebelik testlerinde pozitif
sonuglarin ortaya c¢ikabilecegi yeterlilikte
hormonal degisiklikler (beta- hcg ylkselmesi
gibi) olusmadan 6nce s6z konusu
olabilmektedir. Pek cok gebeligin tanisi
atlanmis ya da gecikmis bir menstriel
periyodun ardindan konulabilse de bazi
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dizensizlikleri ve
konsepsiyon  sonrasi  gebeligin  erken
haftalarinda gorilebilen hafif kanamalar
nedeniyle gebelik tanisi gecikmektedir
(Harville ve ark., 2003).Bu nedenle gebeligin

kadinlarda adet

erken teshisi olasi ilag maruziyetlerinin
onlne gecebilmek icin 6nemlidir. Bu
calismanin  sonuglari, gebe kadinlarin

%25inde kontrendike bir ilagla tedaviye
baglamadan o6nce gebeliklerin olustugunu,
bir bagka deyisle gebelerin gebe olduklarini
bilmeden bu ilaglari kullandiklarini
gostermektedir. Bu nedenle gebelikte ilag
maruziyetlerinin ~ énemli  bir  kismi ilk
trimesterde olusmus olup bu dénem organ
geligimi icin oldukga kritiktir (Harville ve ark.,
2003; Andrade ve ark., 2004; Mitchell ve
ark., 2008).

ilag maruziyetlerinin gerceklestigi dénemler
g6z 6nlne alindiginda, yalnizca 6 gebelikte
kontrendike ilag kullaniminin ikinci trimestere
kadar wuzadigi tespit edilmigtir. Butin
gebelerde bu tlrden bir ilaca maruz kalim
tespit edildikten hemen sonra ilag kullanimi
kesilmis olup ikinci trimestere kadar uzayan
ilag kullanimlarininin nedeninin gebeligin ge¢
tanisi oldugu gérilmistir. ikinci trimestere
kadar atorvastatin, izotretinoin, misoprostol,
asitretin, medroksiprogesteron asetat ve
estradiol/ levonorgestrel kullanimi olan bu
gebeler canli ve saglikli bebekler diunyaya
getirmiglerdir. Tablo 3’'te de gosterildigi gibi,
sagliksiz gebelik sonuglarinin  timidnde
kontrendike ilag maruziyetleri ilk trimesterde
gerceklesmistir. Bazi istisnai  durumlar
olmakla birlikte (6rnegin; tetrasiklinler ve
fetal kemik gelisimi) gebelidin geg
doénemlerinde meydana gelen ilag
maruziyetlerinin ~ fetus  Uzerinde organ
olusumundan ziyade fonksiyonel gelisimi
etkileyecegi dustnulmektedir (Uhl & Honig,

2001).
Organ anormallikleri agisindan dogan
bebekler incelendijinde, kontrendike ilag

kullanan ve kullanmayan gebeler arasinda
dogustan kusur oranlarinda bir farkhlik
saptanmamistir ( grup X %2,6 vs kontrol
%2,8;, RO: 0,91 %95 GA: 0,10-7,94;
P=0,70). Genel olarak her gebelikte
ortalama %3 oraninda dogustan kusur riski
oldugu kabul edilmektedir. Bu calismada
kontrendike ila¢ maruziyeti olan gebelerden
sadece bir tanesinin bebeginde dogustan
inmemis testis gozlenmistir. Bu bebegin
annesi, 34 vyasinda gebe kalmis olup
gebeliginin 5. haftasinda kas igi estradiol
valerat / noretisteron uygulamasi olmustur.



Daha oOnce komplikasyonsuz ve saglikli
sonuglanan dort gebeligi oldugu kaydedilmis
olup herhangi bir dusuk, kurtaj, sigara ya da
alkol kullanimi Oykudst bulunmamaktadir.
Gebeliginin 7. haftasinda sinuzit nedeniyle,
bir hafta slreyle setirizin, psédoefedrin,
levofloksasin ve flurbiprofen kullanimi da
olmustur. Bunun diginda bu gebede ek bir

hastallk ya da ilag kullanimi tespit
edilmemigtir.
Konjenital kriptorsidizm, ya da inmemis

testis, genellikle erken dogan prematur
bebeklerde sik karsilagilan bir sorundur. Bu
galismada goézlemlenen bebek 39 haftalik
dogmus olup, vaktinde dogan bebeklerde
inmemis testis goOrilme orani %2- 5
arasindadir  (Virtanen ve ark.,, 2007).
Progesteron ya da Ostrojen iceren oral
kontraseptifler, fetal testikuler inisi
etkileyebilmektedirler. inmemis  testis
nedenlerine yonelik yapilmis bir galismada
bu kusura sahip olan gocuklarin annelerinin
gebeliklerinde oral kontraseptif kullanmig
olmalari, inmemis testis igin bir risk faktoru
(odds orani 3,6; %95 GA: 1,0- 12,5) olarak
tanimlanmistir (Brouwers ve ark., 2012).
Noretisteron gibi androjenik progestinler,
fetusta yaklasik %1 oraninda maskilinizan
etki gosterebilirler ve genital anomalilere yol
acabilirler. Disi fetuslarda klitoral hipertrofi ve
erkek fetuslarda hipospadias olusumunun da
gebeligin erken donemlerinde progestin ya
da oral kontraseptiflere maruz kalimla iligkili
olabilecedi dusunulmektedir  (Schardein,
1980; Kallen ve ark., 1991; Carmichael ve
ark., 2005). Bazi arastirmacilar gebelikte
cinsiyet hormonlarinin  kullaniminin, kalp
defektleri (Heinonen ve ark., 1977),
ekstremite deformiteleri (Kricker ve ark.,
1986), uriner sistem anormallikleri (Li ve
ark., 1995) ve mesane ekstrofisi (Tummler
ve ark., 2014) gibi nongenital anomalilerde
artisa neden oldugunu bildirmiglerdir. Buna
karsilik ilk trimesterde kazara hormonal
kontraseptiflere maruz kalmanin nongenital
anomalilerle bir iligkisi bulunmadigini bildiren
galismalar da vardir (Ahn ve ark., 2008;
Waller ve ark., 2010).

Bu calismada kontrendike ilag kullanimi olan
gebelerde dogustan kusur riskinde bir artis
tespit edilmezken  kurtaj oranlarinda
yukseklik saptanmistir (%17,3 vs %7,3; RO:
2,54 %95 GA 1,11- 5,80). Gebeligini kurtajla
sonlandirmay! tercih eden gebelerde en ¢ok
maruz kalinan iki ilag hormonal
kontraseptifler ve izotretinoindir. BUtlin
gebelik sonlandirmalari, gebelerin kisisel
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karari olup gebede sagliksiz dogum riskine
kargi olusan endisenin bir sonucudur.
Kontrendike ilag kullanimi olan gebeler
arasinda sik kullanildigi tespit edilen bir
bagka ilag ergotamin olmasina ragmen, bu

ilact kullanan gebelerin bebekleri buyuk
oranda saglkli dinyaya gelmis olup
dogustan kusura rastlanmamigtir (8/10).

Ergotamin kullanimi olan gebelerde yapiimig
bir calisma, gebelikte bu ilacin kullaniminin

dogustan  kusur  riskinde  bir artis
gOstermedigini  bildirmistir (Acs ve ark.,
2006). Bazi  arastirmacilar  maternal

ergotamin kullaniminin dasuk dogum agirligi
ve erken dogumla iligkili olabilece@ini 6ne
strmektedirler (Banhidy ve ark., 2007). Bu
calismada, ergotamin kullanimi tespit edilen
gebelerden bir tanesinin gebelidi ikinci
trimesterde disukle sonlanirken, bir tanesi
de 35. haftada erken dogum yapmistir. Bu
gebelerde ergotamin maruziyeti erken
gebelik donemlerinde ve dusuk dozlarda
gerceklesmistir. Kontrendike ila¢c kullanimi
olan gebe grubunda kurtaj orani yuksek ve
ergotamin sik kullanilan ilaglardan biri
olmasina ragmen, ergotamin kullanimi olan
gebelerde kurtajla gebelik sonlandirmasina
rastlanmamigtir. Bu ilaci recgetesiz ve
eczaneden rahatlikla temin eden ve ilacin
“sadece bir agri kesici” oldugunu disinen
gebelerde, ilacin olasi advers etkilerine karsi
bir endise gelismemis olmasi aslinda c¢ok
sasirtici degildir.

Sonug olarak bu g¢alisma, gebelikte
kontrendike ila¢ kullanimi olan gebelerde
kUrtaj oranlarinin daha yuksek oldugunu
gOstermektedir.  Kontraseptif kullanimina
bagli hatalar ve plansiz gebelikler, bu tirden
ilaglara kazara maruz kalimin ve gebelik
sonlandirmalarinin  en ©6nemli nedenidir.
ilacin teratojenik etki olasiligina dair kaygilar
da gebelik  sonlandirmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle ilag maruziyeti
olan gebelerde bireysel risk
degerlendirmeleri  6zenle yapilmali, risk

” o«

iletisiminde “gebelikte kontrendike”, “ylksek

risk” ya da “kategori X’ gibi gebenin
kaygisini arttirabilecek olumsuz
tanimlamalarin mumkun oldugunca

kullanimindan kaginiimahdir.
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Bu calismanin ylratilmesindeki katki ve
desteklerinden dolayr basta c¢ok degerli
hocam Prof. Dr. Erciiment Olmez olmak
lizere Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
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