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Prof.Dr. Emin Riistii ONUR
(1947-2021)

Prof. Dr. Alper B. Iskit

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Ankara

“Insan éliince degil, unutulunca oliirmiis;
Biz Seni her giin hatirliyoruz Riistii abi.”

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Ana Bilim Dali Emekli Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Riistii Onur’u 6 Ekim 2021
Cargamba giinii kaybettik. Hepimizin basi sag
olsun.

Ben Prof. Dr. Riisti Onur’u 29 yil once
1993°’de Ana Bilim Dali’na uzmanlik egitimi
icin ilk geldigim giin tanidim. Farmakolojiye,
laboratuvara olan derin sevgisini, Ana Bilim
Dal’ni, kurumunu sahiplenme ruhunu inanin
ilk haftalarda anladim, hissettim. Prof. Dr.
Riisti ~ Onur  kendisini  hi¢bir  zaman
iiniversitesinin sadece bir c¢alisan1 olarak
gormedi.  Universitenin ~ adeta  hissedari,
sahiplerinden biri olarak diisiindii. Verilen her
gorevi, alinan her malzemeyi ve hatta binadaki
bozulan asansoriin tamirat sorunuyla bile
bizzat kendi ilgilendi. Hep akademik hayati,
kurumunu korudu, sahiplendi. Akademik
hayatin bir yasam bi¢imi oldugunu hepimize
hissettirirdi. Risti Hoca tim mesleki
birikimlerini, tecriibelerini o yillarda bizimle
paylastig1 i¢in ben kendimi her zaman ve hep,
sanslt hissetmisimdir. Yillar icinde Hoca
Ogrenci olarak baslayan iliskimiz, ¢ok kisa bir
sirede agabey kardes seklinde devam etti.
Daha sonra Riistii Hoca’nin Ana Bilim Dali
Bagkanlig: siirecinde yaklasik 14 sene, emekli
olana kadar Ana Bilim dalimiz ve farmakoloji
disiplini i¢in verdigi ¢abayi, hizmeti yakindan
takip edebilme sansim oldu. Bu yillarda hep iyi
anlasan, zaman zaman beraber deney yapan iki
meslektas duygusunu hissettim. O her idari
fikrini, bilimsel projelerini 6ncelikle genglerle
paylasmay1 severdi. Inanim bir giin kendisi igin
boyle bir yazi yazmam gerekebilecegini hig
aklima gelmezdi.

Prof. Dr. Riistii Onur 1947°de Zonguldak’ta
dogdu. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesinden
Tip Doktoru olarak 1970 yilinda mezun
olduktan sonra Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dalinda
farmakoloji dalinda doktora ¢aligsmalar1 yapmis
ve 1973 yilinda doktora iinvanini almistir.
1973-1976 yillar1 arasinda Buffalo, New York,
Devlet Universitesi, Tip Fakiiltesinde ve
Baltimore, Maryland  Universitesi, Tip
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dallarinda
doktora sonrasi arastirmaci (Research Assistant
Professor ve Research Associate) olarak
calisnustir. Daha sonra Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dalin’da
1976-2012 yillar1 arasinda 6gretim gorevlisi,
docent ve profesdor olarak c¢alismistir.
Emeklilik sonrasinda, KKTC, Yakin Dogu
Universitesi Tip Fakiiltesinde 2012-2021
yillar1 arasinda Profesor olarak caligmistir.

Prof. Onur’un “Web of Science’da” halen
90’1 {lzerinde bilimsel yaymi1 mevcuttur.
Ilgilendigi bilimsel arastirma konusu dncelikle
cesitli ilaclarin ve toksinlerin iskelet kasi, kalp
kas1 ve beyin dokularindaki elektrofizyolojik
etkileridir. Bu
dokulardaki elektriksel ve gesitli biyomekanik

parametreler lizerine

parametreleri intraseliiler kayit ve stimiilasyon
teknikleri ile incelemistir. Ayrica ezilme
sendromu, kalp yetmezligi, iskemi-
reperfiizyon, immobilizasyon gibi cesitli
hastalik modellerinin farkll organ
sistemlerindeki etkilerini in vitro ve in vivo
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kosullarda incelenmesi de arastirma konulari
arasindadir.

Bilimsel caligmalarimin yaninda, ¢esitli idari
gorevleri de olan Prof. Onur’un Hacettepe
Universitesi Tip  Fakiiltesi ~ Farmakoloji
Anabilim Dali’'nin gelisiminde ¢ok biiyiik
katkilari, emegi vardir. 1970°de baslayan,
2012°de  sonlanan 42  senelik  hizmeti
mevcuttur. Bunun 16 yilinda Anabilim dali
baskanlig1 gorevini de yiiriitmiistiir. H.U. Tip
Fakiiltesi, Klinik Calismalar Etik Kurulu
Baskanligi gorevini 8 yil yapmistir. Ayrica
2000-2004 yillar1 arasinda T.C. Saghk
Bakanligi, Merkezi Etik Kurul Uyeligi
gorevinde de bulunmustur.

1966°’da kurulan TFD’nin iiyesidir. Birgok
donem yonetim kurulu dyeligi yapmustir.
TFD’nin 56 yillik siirecinde ¢ok emegi vardir.
Ozellikle egitim toplantilarmin vazgegilmez
hocasidir. Farmakolojiye 6zgii, farmakolojinin
temelini olusturan “in  vitro bioassay”
yontemlerin  egitimini, deneysel hayvan
caligmalarinda, ¢izgili kas basta olmak iizere,
diiz kas ve kalp kas1 kullanarak vermistir.
Ayrica birgok farkli disipline “hiicre i¢i kayit
teknikleri, elektrofizyoloji” egitimi vermistir.
Son derece basarili bir mesleki kariyere sahip
olan Prof. Onur mesleki hayat1 boyunca birgok
odiill ve burs almisti: TUBITAK BAY-G
Yurti¢i Bursu (1968-1970), TUBITAK Yurtici
Doktora Bursu (1971-1972), United Way,
Buffalo (U.S.A.) Bursu (1974-1975), Sandoz
Farmakoloji Dalinda Bilimsel Arastirma Odiilii
(1987, Ugiinciiliik), Eczacibasi Tip Arastirma
Odiilii (1990), Sandoz, Farmakoloji Dalinda
Bilimsel Arastirma Odiilii (1992, Birincilik),
saglik bilimleri alaninda Sedat Simavi Odiilii
(1999).

Emekliliginden sonraki donemde c¢alisma
temposunu hi¢ azaltmadan, 2012 yilindan
vefatina kadar KKTC’de, YDU’de (Yakin
Dogu Universitesi) ¢alismustir. 2012 6ncesinde
kurucu 6gretim iiyesi olarak gorev de yaptigi
YDU’de Bilimsel arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligt yapmustir (2010-2021). Ayrica

iilkemizdeki YOK’iin  esdegeri KKTC-
YODAK’da Etik Kurul Uyesi secilmistir.
Hastaligiyla miicadelesi neredeyse vefatina
kadar YDU’de calisarak, daha ¢ok calisarak
oldu; ¢aligma hizini, temposunu hi¢ azaltmadi.

“Kelebegin Riiyas1” filmiyle Tirk siir
antolojisinde derin izler biraktigini yillar sonra
ogrendigimiz, yirmi iki yasinda vefat eden,
amcasi sair Riistli Onur gibi, Prof. Dr. Riisti
Onur’da Tiirkiye’de farmakolojinin gelismesi,
kurumsallagsmasi adina ¢ok Onemli hizmetler
vermistir, hayatimizda Onemli, degerli izler
birakmistir.  Halen  farmakoloji  alaninda
yurticinde ve yurtdisinda yetistirdigi ¢ok
sayida Ogrencisi vardir. O muhtesem yeri
doldurulamaz “FAR 601 Farmakolojide
laboratuvar teknikleri” temel dersini alabilmek
cogu aragtirmacinin egitim yillarinda en
onemli istegi olmustur. Hoca iilkenin ¢ok farkl
yerlerine bizzat giderek meslektaslarinin
laboratuvar sorunlarim1 ¢6zerdi. Bende her
zaman arkamda dag gibi hissetmistim Onu.
Ozellikle yeni bir deney diizenegi kurarken, ne
zaman calismayan bir preparat, alamadigim bir
kayit olsa, deney sirasinda bagima bir sey gelse
hep “Nasil olsa Riisti Abi burada” diye
disiiniirdiim. Caligmayan, bozulmus, atilmig
ve hatta hurdaya ¢ikmis bir aleti tekrar caligir,
kullanilabilir hale getirmekten ¢ok biiylik zevk
alirdi. Yaratici olan ya da yaraticiliga yaklasan
herkesin her zaman aranilir olacagini Ggretti
bize.

Sevgili Riisti Abi hepimizin hayatina ¢ok
farkli bir renk, bir tat katti. Hayatta en sevdigi
seyin okumak oldugunu, aslinda yasamimiz
boyunca hep 06grenci kalmamiz gerektigini
soylerdi. Akademisyenligin entelektiiel
sermayeyi yasam boyu artirmak ve yenilemek
oldugunu Ogretti bize. Derin Rus Edebiyati
bilgisini, 6zellikle Ingilizceye hakimiyetini,
sahaflardan topladigi eski yaz1 kitaplan
okumasini, mekanik saat tamiratindaki
becerisini hayranlikla izlemisimdir. Bazen
gildiiriirdii  bizi kis kis; zekasma hayran
kalirdik. Onemli bir parcamiz eksiliverdi.



Yerini dolduramayacagimizi biliyoruz,
hissediyoruz.

Hakkin rahmetine kavusan degerli Hocama,
abime Yiice Allah’tan rahmet, kederli ailesine
sabirlar diliyorum. Yeri nur, mekani cennet
olsun. Hepimizin tekrar bast sag olsun.



Prof.Dr. Necdet DOGAN

(1943-2021)

Prof.Dr. Ayse Saide Sahin

NEU Meram Tip Fakiiltesi

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Konya

17.10.1943  tarihinde Adana'nin  Ceyhan
ilcesine bagli Kosreli kasabasinda dogdu. Ilk
ve orta Ogrenimini Kosreli'de tamamladiktan
sonra Adana Erkek Lisesi’nden mezun oldu.

Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi'nde
1966 yilinda lisans egitimini tamamladi.

Erzurum ve Elazig illerinde kamuya bagl
olarak veterinerlik gorevini gerceklestirdi.

Firat  Universitesi ~ Veteriner  Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali'nda 1975-1977
yillar1 arasinda aragtirma gorevlisi olarak
calisti. 1978 yilinda Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi'nde Doktora egitimini tamamladi.
1977-1981 yillarn arsinda aymi fakiiltede
Ogretim Géorevlisi olarak gorev yapti.

Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'nde
1981-1084 yillar1 arasinda Yardimci Dogent
olarak calisti. Ekim-1984 tarihinde yeni acilan
Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesinde Dogent
unvani ile Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalim
kurdu.1988 yilinda Profesor unvanini aldi.

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi'nde Egitim
Komisyonu {iyeligi, Baskoordinatorliik, Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi Yaym
Kurulu Uyeligi, Dekan Yardimcihigi, Etik
Kurul Uyeligi gibi idari gorevlerde bulunmus
olup, ¢ok sayida ulusal ve uluslar arasi1 yayin
ve bildirileri vardir.

Hocamiz amfide derse baslamadan once,
gomleginin kollarini katlar, 6zenle hazirladig1
dersini tane tane anlatirdi.  Yetistirdigi
Ogrenciler hala hocanin ders anlatisindaki
0zeni konusurlar.

Hocamizin bilimsel ve egitici 6zelliklerinin
yaninda ciddi goriiniisiiniin arkasinda sakin,
kimseyi kirmamaya Ozen gdOsteren naif bir
kisiligi vardi.

Hocanin en biiyiik zevki hafta sonlar1 dogada
vakit gecirmekti. Hafta ici 6gle aralarinda,
Dinolar adimi verdikleri fakiiltenin en biiyiik
hocalariyla cay esliginde hocanin odasinda
keyifli sohbetler yapilirdi.

Prof.Dr. Necdet Dogan, 17 Ekim 2010
tarihinde 40 y1l 9 ay hizmetinin ardindan yas
haddinden emekli oldu. Daha sonra Karatay
Universitesi Tip Fakiiltesinin kurulusunda
gorev aldi ve Farmakoloji Anabilim Dalinda
calist1.

Evli, 2 cocuk ve 3 torun sahibi idi. Emekli
olduktan sonra Antalya'ya yerlesti. 24 Mayis
2021 tarihinde Antalya'da hayata veda etti.
Ruhu sad olsun...



MAJOR DEPRESIF BOZUKLUK
HASTALARINDA SERUM S100B
VE CD163 DUZEYLERININ
KOGNITIiF FONKSIiYONLARLA
ILiSKiSi VE SSRI TEDAVISINE
BAGLI OLASI
DEGIiSIMLERININ
INCELENMESI

'Aydin Sinan Apaydin, *Siireyya Barun

'Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanest,
Beyin Cerrahisi Klinigi, Karabiik

*Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, T1bbi
Farmakoloji Anabilim Dali, Ankara

GIiRIiS VE AMAC

Major Depresif Bozukluk (MDB); yiiksek
islevsellik kaybr ile iligkili, duygulanim,
yeme-uyku- cinsel alandaki ve bilissel
bozukluklar ile kendine gosteren bir ruhsal
bozukluktur. Giin boyu siiren ¢okkiin duygu
durum ve ilgi istek kayb1 bozuklugun ¢ekirdek
belirtileri olarak kendini gosterir (1). MDB
etiyopatogenezinde psikososyal, biyolojik ve
genetik  etkenlerin  beraber rol aldig1
diisiiniilmektedir (2). Inflamasyonla birlikte
anhedoni, retardasyon, yorgunluk  gibi
depresyonda da goriilen belirtilerin ortaya
cikmast depresif bozukluklarin etiyolojisinde
inflamatuar siireglerin de rol alabilecegi
diisiincesini giindeme getirmistir(3). Sitokin
hipotezi ya da makrofaj teorisi olarak da
adlandirilan inflamatuvar yanit sistemi (IRS)
modeline goére; MDB’de proinflamatuar
sitokinler salinmakta, bu sitokinler de uyku ve
yeme davranislarinda, motor sistemde ve
duygu  durumda  degisikliklere = neden
olmaktadir (4). Yine bu modele gore, santral
sinir sisteminde (SSS) mikroglia aktivasyonu
ile proinflamatuar sitokinler ve nitrik oksit
(NO) salinmaktadir (5). Mikroglial aktivasyon
ve proliferasyonun asir1 olmast ndronal hiicre
Oliimiine, disfonksiyonuna veya anormal
ndrotransmisyona neden olabilir (6).
Inflamasyon siirecine katilan ¢ok sayida
molekiilden biri de  oksidatif  stresi
etkisizlestirmek igin ortaya cikan akut faz
proteini olan haptoglobin—hemoglobin
kompleksinin  endositozunda  yer  alan
membrana bagli, ¢copcii reseptor siiper ailesi B
siifinin bir iiyesi olan “cluster of

differentiaon 163 (CD163) reseptorleridir (7-
9). Genel olarak monosit ve makrofajlar
iizerinde segici olarak eksprese edilirler ve
salmimlart ~ pro ve antienflamatuvar
mediatorler tarafindan diizenlenir (10-11).
CD163’iin ekspresyonunun, depresyon
hastalarinda tedaviye yanit ile birlikte diisme
egilimi gosterdigi (12) ve bazi norolojik
hastaliklarda ndérokognitif defisit ile iliskili
olabilecegi gosterilmistir (13).

Inflamasyon siirecinde rol oynayan bir diger
molekiil astrositlerden, oligodentrositlerden ve
shwan hiicrelerinden saliman  S100f’dir.
Inflamasyonda gorevli hiicrelerden TNF-a, IL-
1B, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),
IL-6 gibi inflamatuvar molekiillerin sentezi ve
saliverilmesine neden olur (14-16). S1003
diizeyinin, psikiyatrik hastaliklar, travmatik
beyin hasarlari, serebrovaskiiler patolojiler ve
norodejeneratif hastaliklarda anlamli olarak
yiikseldigi gosterilmistir (17-20). S100B’nin
noroinflamasyon durumunda ekstraseliiler
ortamda birikmesi hem néron hem de
astrositlerde apoptozise neden olabilecegi
gosterilmistir (21,22). Astrosit harabiyeti ile,
S100P ekstraselliller kompartmana, BOS’a ve
kana sizar. Nitekim, depresyondaki hastalarda
astrositlerin  harabiyetini destekler gekilde
serum ve BOS’da S100B miktar1 yiiksek
bulunmustur (14).

Depresif hastalarda antidepresanlarin
bagisiklik sistemi iizerinde etkileri oldugu
gosterilmis olmakla beraber yapilan uzun
stireli ¢alismalarda sitokin diizeyleriyle ilgili
farkli sonuglar bildirilmektedir (23,24). Baz
caligmalar basarili antidepresan tedavilerin



sitokin  seviyelerini  normalize  ettigini
gostermistir(25).  Klomipramin,  sertralin,
trazodon gibi  ¢esitli  antidepresanlarin
antiinflamatuar ~ sitokin  IL-10  salinimini
belirgin  sekilde  artirdigi, yine  bu
antidepresanlarin proinflamatuar sitokin IFN-y
tizerinde  baskilayici  etkileri  oldugu
bildirilmistir(23,26). Antidepresanlarin,
etkinlesmis monosit ve makrofajlardan
proinflamatuvar sitokin salmimini azalttigy,
kemotaksisi inhibe ettigini bulan caligmalar
vardir 27). Ayrica antidepresanlar
depresyonun  semptomatolojisine  katkida
bulunan ve sitokinlerin salinimini artiran
prostaglandin E2 ve nitrik oksit yapimimni da
engellemektedir(28).

MDB’da noroinflamasyonu arastiran
caligmalar olmakla beraber, SSRI kullaniminin
S100p ve CD163 diizeyi lizerindeki etkileri ve
bu molekiillerin depresyon hastalarinda
emosyonel ve kognitif fonksiyonlar ile iliskisi
tizerine yeterli calisma yoktur. Bu ¢alismadaki
amacimiz MDB’da ortaya ¢ikan emosyonel ve
bilissel bozulmalarin SSRI ile tedavi
yanitlarima S100B ve CD163 seviyelerinin
aracilik edip etmedigini aragtirmak, bdylece
hem depresyonda inflamasyon teorisine
katkida bulunmak hem de SSRI’larin etki
mekanizmalar1 arasinda inflamatuvar
modiilasyonun  olup  olmadigin1  ortaya
koymaktir.

GEREC VE YONTEM

Caligmaya Ankara Atatliirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi psikiyatri poliklinigine
ayaktan bagvuran daha &nce Major Depresif
Bozukluk tanisi almamis ve daha 6nce Major
Depresif Bozukluk tanisi ile tedavi almig ancak
son 6 aydir herhangi bir psikotrop tedavi
kullanmayan ve SSRI tedavisi baglanacak olan
18-65 yas arasinda hastalar (n=29) ve hasta
grubuyla yas, egitim diizeyi, ve cinsiyet olarak
ortiisen saglikli kontroller (n=26) alinmustir.

Zeka geriligi, kafa travmasi, ek psikiyatrik ve
tibbi es tanisi olmasi, okur-yazar olmama, ates,
akut  inflamasyon, kronik  inflamatuvar
hastaliklar, otoimmiin hastaliklarin bulunmasi,
son 6 ay icerisinde psikotrop ilag kullaniminin
olmasi diglama kriterleriydi. Kontrol grubuna
aliman bireyler igin ayrica birinci derece
akrabalarmmda psikiyatrik tam1 olmast da
dislama kriteriydi. Calismaya katilmay1 kabul
eden hastalardan yazili onam alinmustir.

Calismamiz  yerel etik kurul tarafindan
incelenmis ve onaylanmistir. Calisma Helsinki
Insan Haklar1 Bildirgesi uyarica yapilmstir.

Olcekler

Demografik ve klinik bilgiler arastirmacilar
tarafindan olusturulan sosyodemografik veri
formu araciligiyla  toplanmistir.  Klinik
degerlendirme araglar1 asagida belirtilmistir.

Hamilton Depresyon Derecelendirme Olgegi
(HAM-D)

Depresyonun siddetini 6lgmek i¢in kullanilan
17 soruluk bir testtir. Max Hamilton tarafindan
gelistirilmistir ve hala depresyonun derecesini
O0lecmek icin en yaygin olarak kullanilan
Olcektir (29). Tam koydurucu degildir,
depresyonun siddetini derecelendirmek
amaciyla kullanilir. Son bir hafta igerisinde
yasanilan depresyon belirtilerini sorgulayan 17
maddeden olusur. Olcegin uykuya dalma
giicliigli, gece yarisi uyanma, sabah erken
uyanma, bedensel ve cinsel belirtiler,
zayiflama ve iggoriiyle ilgili maddeleri 0-2,
diger maddeleri 0-4 arasinda
derecelendirilmistir. En diisiik ‘0°, en yiiksek
‘53’ puan alinmaktadir. 0-7 puan depresyon
olmadigini, 8-15 puan aras1 hafif derecede
depresyonu, 16-28 arasi orta derecede
depresyonu, 29 ve iizeri agir derecede
depresyonu gostermektedir. Olgegin Tiirkge
gecerlik ve giivenilirlik ¢aligmast Akdemir ve
arkadaslar tarafindan yapilmstir (30).

Hamilton Anksiyete Derecelendirme Olcegi
(HAM-A)

Anksiyete diizeyini ve belirti dagilimim
belirlemek ve siddet degisimini 6lgmek
amaciyla Hamilton tarafindan 1959 yilinda
gelistirilmistir (31). Olgekte maddelerin varhig
ve siddeti goriismeci tarafindan degerlendirilir.
Hem ruhsal hem bedensel belirtileri sorgulayan
14 maddeden olusur. Her maddeden elde
edilen puan toplanarak toplam puan elde edilir.
Her maddenin puanm1 0 - 4 arasinda, dlgegin
toplam puanm1 0 — 56 arasinda degismektedir.
Tiirkce gecerlilik ve giivenilirlik ¢aligmasi
Yazict ve arkadaslari tarafindan 1998 yilinda
yapilmstir (32).



Stroop Testi

Dikkatin yogunlastirilmasi ve
stirdiiriilebilmesini degerlendiren Stroop testi
araya karisan bozucu uyaranlara karsi
direnebilmeyi, uygunsuz uyaranlart ve
uygunsuz  tepki  egilimlerini  durdurup
bastirabilmeyi degerlendiren bir testtir. Stroop
testinde de renk sOyleme egilimi ile okuma
egilimi pekistirildikten sonra, okuma cevabinin
bastirilip ketlenmesi beklenir. (33,34). Yarisan
cevap egilimleriyle basa cikmak, uygunsuz
cevap egilimini ketlemek, secici dikkati sebatl
bir sekilde siirdiirme yetileri degerlendirilir. Bu
calismada kullanilmis olan Stroop Testi TBAG
formu, orijinal Stroop Testi ile Victoria
Formunun birlesiminden  olusturulmustur.
Victoria Formu’nda oldugu gibi, Stroop Testi
TBAG Formu 140 cm x 21.5 cm
boyutlarindaki dort beyaz karttan
olugmaktadir. Her kartin {izerinde segkisiz
olarak siralanmis 4’er maddeden olusan 6 satir
bulunmaktadir. Bu kartlar testin “uyarict”
maddeleridir. Stroop Testi TBAG Formu’nda,
Victoria Formu’nda kullanilan mavi, yesil,
kirmiz1 ve sar1 renkleri ile bu renklerin isimleri
kullanilmaktadir. 1. Kartin tizerinde beyaz
zemin izerine siyah olarak basilmis renk
isimleri bulunmaktadir. Bu kart, orijinal Stroop
Testi’'nin bir oOzelligidir. 2. Kartta farkh
renklerde basilmig renk isimleri
bulunmaktadir.  Ancak  her  kelimenin
basiminda kullanilan renk, kelimenin ifade
ettigi renkten farklidir; Ornegin, “kirmizi”
kelimesi sar1 renkte basilmistir. Bu kart tiim
Stroop testlerinin temel uyaricisi ve en kritik
bolimidiir. 3. Kartta farkli renklerde basilmis,
0,4 cm capinda daireler bulunmaktadir. Bu
uyarict  Victoria Formu’ndan  alinmstir;
orijinal Stroop Testi’nde bu uyaricilar kare
seklindedir. 4. Kartta ise farkli renklerde
basilmig yansiz kelimeler (“kadar”, “zayif”,
“ise”, “orta” kelimeleri) bulunmaktadir. Stroop
Testi TBAG Formu bes boliim halinde
uygulanmaktadir. Bu boliimler ve ilgili kartlar,
uygulama siralarina gore sdyledir: Siyah olarak
basilmig renk isimlerinin bulundugu kartin (1.
Kart) okundugu 1. Boliim; farkli renklerde
basilmig renk isimlerinin bulundugu kartin (2.
Kart) okundugu 2. Bolim; renkli basilmig
dairelerin  bulundugu karttaki (3. Kart)
dairelerin renginin sdylendigi 3.Boliim; renk
ismi olmayan notr kelimelerin bulundugu
karttaki (4. Kart) kelimelerin renklerinin
sOylendigi 4. Bolim ve farkli renklerde

basilmis renk isimlerinin bulundugu 2.
Karttaki kelimelerin renklerinin sdylendigi 5.
Bolim. Stroop Testi TBAG Formunun
uygulanmasinda 2. Kart, iki  kez
kullanilmaktadir (35).

iz Siirme Testi

Dikkat hizini, motor hizi, gorsel tarama,
mental esneklik, sebatlilik, cevap inhibisyonu
ve enteferansa yatkinligi degerlendirmektedir.
Testin A boliimiinde, numaralandirilmis ve
diizensiz olarak yerlestirilmis 25’¢ kadar
numaralandirilmis daireleri igeren bir sayfa
hastaya verilir. Hastadan bu daireleri sirayla
cizgilerle kalemi kaldirmadan birlestirilmesi
istenir. B boliimiinde ise ayni sayfa lizerinde
daireler igerisinde hem harfler hem sayilar
karigik  olarak yerlestirilmistir.  Hastadan
daireleri her seferinde degiserek birbiriyle
birlestirmesi istenir (1-a-2-b gibi). Siire ve hata
puanlart degerlendirmeye alinir (36,37). Tiirk
toplumunda gegerlilik giivenilirlik ¢aligmasi 50
yas listii bireylerde yapilmistir (38).

Say1 Dizisi Ogrenme Testi

Testte 1’den 9’a kadar olan sayilarin karigik bir
bicimde siralandifit 8 ve 9 sayilik diziden
olusan iki adet rakam dizisi bulunmaktadir.
Denegin yas1 ve egitim diizeyine gore bu
dizilerden birisi secilir, sirayla okunur ve
denekten bu diziyi dogru sirayla hatirlayip
sOylemesi istenir. Bu islem toplam 12 kez
tekrarlanir. Denek dogru diziyi artarda iki kez
tekrarladiginda teste son verilir.
Degerlendirmede, tam 6grenmenin saglandigi
deneme sayisi ve toplam skor dikkate
almmistir.  Tirk  toplumunda  gegerlilik
giivenilirlik caligmasi yapilmistir (39).

Kan Orneklerinin
Laboratuvar Calismasi

Toplanmasi ve

Major  Depresif Bozukluk tanisi alan
hastalardan tedaviye baglamadan oOnce ve
tedaviye basladiktan 3 ay sonra ve saglikli
kontrol grubundan vendéz kan Ornekleri
alinmistir.

S100B

Hastalardan alinan kanlar yaklasik 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 4000 g
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast elde edilen siirenatant alinip, galisma
giiniine kadar -80 °C’de sakland.



Calisma giiniinde tiim ornekler ve eliza kiti
icindeki soliisyonlar oda sicakligina gelinceye
kadar beklendi. Daha sonra Ornekler
vortekslendi. S100B testi i¢in her 6rnekten 100
uL  kullanmildi.  Eliza  prosediiri kit
prospektiisiinde yazdigi gibi yapildi. Test sona
erdiginde multimod okuyucudan 450 nm’de
Plate’in okunmasi yapilarak konsantrasyon
sonuclari elde edildi.

CD163

Hastalardan alinan kanlar yaklasik 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 4000
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen silirenatant alinip, calisma
giinline kadar -80 °C’de sakland.

Calisma giiniinde tim Ornekler ve eliza kiti
icindeki soliisyonlar oda sicakligina gelinceye
kadar beklendi. Daha sonra  Ornekler
vortekslendi. CD163 testi i¢in her Ornekten
100 uL kullanildi. Eliza prosediirii kit
prospektiisiinde yazdigi gibi yapildi. Test sona
erdiginde multimod okuyucudan 450 nm’de
plate’in okunmasi yapilarak konsantrasyon
sonuglari elde edildi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde kategorik degiskenlerin
sikliklariin ve oranlarmin karsilagtirilmasinda
ki kare testi ve parametrik varsayimlarin
saglanamadigi durumlarda iki grubun siirekli
degiskenlerinin  kargilastirilmasinda Mann-
Whitney U testi, bagmmhi degiskenlerin
kargilagtirilmasinda da  Wincoxin  testi
uygulandi. Sosyodemografik bilgiler ve klinik
ozelliklerle ilgili tamimlayic1 istatistikler
sunuldu. Degiskenlerin dagilimi Shapiro- Wilk
testi ile degerlendirildi ve istatistiksel
anlamlilik esig p< 0.05 olarak kabul edildi.
Tim klinik degiskenler arasindaki iligkiyi
incelemek ig¢in karsilastirmali analizler ve
Spearman korelasyon analizi yapildi.

BULGULAR

Gruplar arasinda yas, cinsiyet ve egitim
durumu bakimindan istatistiksel olarak fark
saptamadik. Medeni durum ve ¢alisma
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
mevcuttu. MDB tanisi alan hastalarin 13’iine
(%44,8) sertralin, 8’ine (%27,6) essitalopram,
6’sma  (%20,7) fluoksetin, 1’ine (%3,4)

sitalopram, 1’ine de (%3,4) paroksetin tedavisi
baslanmist1 (Tablo 1).

Tablo 1. Katilimcilarin sosyo-demografik ve
klinik bulgulari

Major Depresif | Saghkh z
Bozukluk Kontrol
n=29 (n=26

Cinsiyet () 21 (%72,4) 18 (%69.2) 0,257 0,797

Yas 33.00(18.00- 31.00(20.00- -0,27 0,787
57.00) (24.50- 57.00)
39.00) (24.75-
35.50)
32.68+10.00 32.15+8.66
Egitim yih ~ 14.00(5.00- 15.00(5.00-  -0,897 0,37
18.00) 18.00)
(12.00-16.00) (12.00-
18.00)
13.2443.67 14.03+3.82
Medeni Evli 16(%55,2)  Evli -0,618 0,537
Durum 18(%69,2)
Bekar 12(%41,4) Bekar
8(%30,8)

Bosanmus 1(3,4)
Meslek Is¢i/memur Is¢i/memur  -0,69 0,49

21(%72,4) 24(%92,3)

Issiz 4(13,8) Emekli 1

(%3.8)

Ogrenci Ev hanmm

3(%10,3) 1(%3.8)

Ev hanimu 1(3,4)
Ailede Aile oykdisii Aile oykisi  -3,708 0,02
Hastalik olmayan olmayan 26
Sykiisi 20(%69,0) (%100)

Aile oykdisii olan

9(%31,0)
Yazilan ilag Sertralin

13(%44.8)

Essitalopram8(%

27,6)

Fluoksetin

6(%20,7)

Sitalopram

1(%3,4)

Paroksetin

1(%3,4)
Her iki grupta da Stroop testinin alt
kategorileri ve Iz Silirme Testinin A
kategorisinde anlamli fark saptanmadi. Iz
stirme testinin B kategorisinde ve SDOT
puanlart hasta grubunda anlamli bi¢imde
yiiksekti. CD163 diizeyleri hasta grubunda
anlamli bicimde yiiksekti. S100B diizeyleri
ise gruplar arasinda anlamli fark gostermedi

(Tablo 2).
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Tablo 2. HAM-D, HAM-A, Stroop Testi, iz
Siirme Testi, Say1 Dizisi Ogrenme Testlerinin
Tedavi Oncesi Major Depresif Bozukluk
Hasta Grubunun ve Saglikli Kontrollerle
Karsilastirilmasi

16.00(10.00-24.00) 4,00 (0.00-7.00)  -6.403  0.00
(14.00-17.50)
15.8243.19

(0.00-4.00)
2.6142.41

11.00(6.00-16.00) 4.00(0.00-7.00)  -6.345  0.00

(10.00-13.00) (0.00-6.00)

11.13+2.43 2.9642.59

11.54(8.91-20.82) 11.50(6.24- 0371 0711
15.95)

(10.10-13.70) (10.21-13.10)

12.3043.10 11.44+2.27

11.68(8.17-30.62) 10.98(6.43- 1593 0.111

(10.35-13.55) 14.90)

12.60+4.26 (9.03-12.28)
10.89+2.07

13.88(11.15-21.05) 14.47(7.60- -1206 0228
16.63)

(12.48-16.21) (11.39-15.72)

14.67+2.55 13.6242.46

18.86(12.05-42.00) 20.15(9.43- 1231 0218
25.80)

(16.64-24.70) (13.32-23.56)

21.10+6.77 18.4545.00

26.63(17.52-43.33) 26.25(12.96- -1.863  0.062
29.12)

(23.40-30.04) (21.76-27.42)

27.3845.80 24.41%3.95
37.65(19.50-108.71) 36.04(18.32- 0497  0.619
59.04)

(30.42-52.34) (28.33-54.55)

44.81422.70 39.56:13.38
89,07(45.08-154.16) 56.86(39.94- 4,485 0.000
105.14)

(67.45-115.27) (53.80-64.14)

90.8330.36 59.31+12.20

8.00(0.00-19.00) 14.00(0.00- 4292 0.000
22.00)

(1.50-11.50) (12.00-18.50)

7.3445.56 14.30+4.95

MDB grubunda HAM-D, HAM-A degerlerinde,
tedavi Oncesine gore tedavi sonrast 3. ayda
anlaml diizeyde diisme saptandi. Stroop testleri
agisindan tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi 3. ay
degerleri karsilagtirildiginda Stroop 1, Stroop 4
ve Stroop 5 alt kategorilerinde anlamli fark
mevcuttu. Iz Siirme Testi A formu B formu ve
SDOT de yine istatistiksel olarak anlamli fark
mevcuttu.

Her iki grup arasinda CD163 diizeyleri
bakimindan  tedavinin  etkisi sinirda
anlamliydi (p= 0.054). S100B igin ise
tedavinin anlaml bir etkisi tespit edilmedi.
(Tablo 3)

Tablo 3. Hamilton Depresyon Olgegi,
Hamilton Anksiyete Olgegi, Stroop Testi, iz
Siirme Testi, Say1 Dizisi Ogrenme Testlerinin
Major Depresif Bozukluk Hasta Grubunda
Tedavi Oncesi ve Tedavi sonrasi 3.Ay
Degerlerinin Kargilastirilmasi

HAM-D 16.00(10.00-24.00)  4.00(0.00- -4,708 0.00

(14.00-17.50) 7.00)
15.82+3.19 (3.50-5.50)
4.03+£2.22
HAM-A 11.00(6.00-16.00)  4.00(0.00- -4,716  0.00
8.00)
(10.00-13.00) (2.00-5.50)
11.13+£2.43 3.69+2.39
Stroop-1 11.54(8.91-20.82)  10.87(8.50-  -2.087 0.037
19.50)
(10.10-13.70) (9.65-13.00)
12.30+3.10 11.48+2.38
Stroop-2 11.68(8.17-30.62) ~ 11.32(8.07-  -1,297 0,194
(10.35-13.55) 18.21)
12.60+4.26 (10.33-
12.66)
11.55+2.03
Stroop-3 13.88(11.15-21.05) 14.50(10.21- -1,492 0,136
20.01)
(12.48-16.21) (12.06-
16.11)
14.67+2.55 14.17+£2.39
Stroop-4 18.86(12.05-42.00) 20.50(12.67- -1,979 0,048
42.01)
(16.64-24.70) (15.98-
23.42)
21.10+6.77 19.95+5.70
Stroop-5  26.63(17.52-43.33) 25.45(22.30- -2,109 0,035
27.70)
(23.40-30.04) (17.90-
42.50)
27.38+5.80 25.68+4.67
iz Siirme  37.65(19.50- 36.04(22.13- -2,281 0,023
Testi-A 108.71) 103.40)
(30.42-52.34) (27.25-
49.60)
44.81£22.70 41.63+20.07
iz Siirme ~ 89,07(45.08- 64.56( -4.4 0.000
Testi-B 154.16) 42.13-
130.06)
(67.45-115.27) (58.25-
87.66)
90.83+30.36 72.28+22.33
Say1 Dizisi  8.00(0.00-19.00) 12.00(4.00- -4,256 0
Ogrenme 20.00)
Testi
(1.50-11.50) (9.00-14.00)
7.34+5.56 11.83+4.16
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Tedavi oOncesi MDS ve kontrol grubunun
verileri Hamilton Depresyon Olgegi, Hamilton
Anksiyete  Olgegi, Norobilissel testlerin
puanlari, S100B ve CDI163 agisindan
aralarindaki iligskiyi degerlendirmek amagh
Spearman Korelasyon testi ile analiz edilmistir.
Analiz sonucunda HAM-D, HAM-A, Stroop
testi, iz siirme testi, Say1 dizisi 0grenme testi,
CD163 ve S100b degerleri arasinda iliski
saptanmamuistir (Tablo 4).

Tablo 4. Major Depresif Bozukluk ve Saglikli
Kontrol Grubunun Tedavi Oncesi CD163 ve
S100B Degerlerinin Karsilastirilmasi

CD163 17.50(7.50-59.50)  12.95(7.30- 3,398 0,001
20.90)
(14.05-20.85) (11.25-15.30)
18.63+8.91 13.3343.58
S100B  7.01(2.32-30.59)  7.293.15-27.02) -0,877 0,381
(3.27-10.17) (4.54-10.55)
8.0246.06 9.27+6.37
TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada MDB’de nérobilissel fonksiyonlar
ile serum CD163 ve S100B arasindaki iliski hem
kesitsel olarak hem de miidahale (SSRI tedavisi
ve SSRI tedavisine yanit) yontemi ile
uzunlamasina ele alarak arastirilmistir. Bu
calismada Major Depresif Bozukluga sahip olan
hastalarda  tedavi  Oncesinde  ndrobiligsel
testlerden Iz Siirme Testinin B Formu ve Sayi
Dizisi Ogrenme testlerinde  kontrol grubuna
gore daha basarisiz olduklari saptanmigtir. SSRI
tedavisi sonrast 3. ayda yapilan norobiligsel
testlerde Klinik diizelmeye paralel olarak Stroop
testinin 1., 4. ve 5. formlarinda, iz siirme testinin
A ve B formunda ve Sayr Dizisi Ogrenme
testinde tedavi ile birlikte bir diizelme oldugu
gosterilmistir.

Calismamizda MDB hastalarinin  ndorobilissel
testlerden Iz Siirme Testinin B Formu ve Sayi
Dizisi Ogrenme testlerinde saglikli kontrol
grubuna gore daha basarisiz olduklari, SSRI
tedavisi sonras1 3. Ayda yapilan norobilissel
testlerde Stroop testinin 1., 4. ve 5. Formlarinda,
[z siirme testinin A ve B Formunda ve Sayi
Dizisi Ogrenme testinde tedavi ile birlikte bir
diizelme oldugu gosterilmistir. Literatiirde 44
MDB hastasinin degerlendirdigi bir ¢aligmada

hastalarin saglikli kontrollerle kiyaslandiginda
dikkat, yiiriitiicii islev ve bellekte Onemli
derecede bozulmalar gosterdigi tespit edilmistir
(40). Yine tedavi oncesi MDB ve remisyondaki
MDB hastalariin degerlendirildigi ¢alismalarda
dikkat, hafiza ve yiiriitiicii islevlerde bozulmalar
gosterdigi tespit edilmistir (41,42). Belirli ilag
tedavilerinin norokognitif islevler {izerindeki
etkilerinin incelendigi calismalara
bakildigindaysa siirdiiriilen dikkat ve bellek
islevlerinde diizelme oldugu gosterilmis olup
(43,44) literatiirdeki bu bilgiler calismamizla
desteklenmektedir.

Tedavi oOncesinde Major Depresif Bozukluk
hastalarinda saglikli kontrollere gére CD163
seviyelerinin anlamli olarak daha yiiksek
oldugu, tedavi ile birlikte yiiksek CD163
seviyelerinde bir diisme s6z konusu oldugu
ancak bunun sinirda anlamliligin oldugu tespit
edilmistir.

Serum CD163 ve S100B diizeyleri ile MDB’de
norobiligsel  fonksiyonlar arasindaki iliski
incelendiginde ise S100B ve CD163 diizeyleri
ile norobiligssel fonksiyonlar arasinda anlamli
bir iligki saptanmamustir.

MDB’nin etiyolojisine dair inflamatuvar ve
immiinolojik odakli caligmalar ¢esitli immiin
yolaklarin depresyon iizerine etkilerini ortaya

koymustur (45,47). Maes, MDB’de
proinflamatuar  sitokinlerin rol  oynadigi,
davranissal, noéroendokrin, norokimyasal

bozulmadan sorumlu inflamatuar yanit sistemi
(IRS) modelini One slirmiistiir (48). Depresif
hastalarda dolagimdaki sitokinlerde bir artig
vardir (49). SSS’de mikroglia aktivasyonu
ile(50,51) proinflamatuar sitokinlerin ve nitrik
oksidin (NO) salgilanmasi uyarilir (5).

Bir PET caligmasinda major depresif bozukluk
ve bipolar bozukluk hastalarinda hipokampusta
ve PFK’te artmig mikroglia aktivasyonu (52)
gosterilmistir. Depresyonun gelisimi ile nedensel
olarak iligkili olan kronik stresin, hipokampus ve
PFK'daki mikroglia sayisini, morfolojisini ve
isleyisini  degistirebildigi  (53,54)  baska
calismalarda da gosterilmistir. Bu sonuglaral
uyumlu olarak, SSS’de mikrogliadan salgilanan
ve oksidatif stresi nétralize etmek igin ortaya
cikan haptoglobulin-hemoglobin kompleksinin
endositozunda rol alan ¢Opcii reseptor B siiper
ailesi sinifinin bir iiyesi olan CD163 seviyeleri
(8,55) bizim g¢alismamizda da MDB olan
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hastalarda kontrollere gore daha yiiksek oldugu
ve SSRI tedavisi ile serum CD163 seviyelerinde
azalma oldugu bulunmustur. MDB’nin somatik
tedavisindeki Onemli araglardan biri olan
elektrokonviilsif tedavinin (EKT) antidepresan
etkinliginin mekanizmalarinin arastirildigr bir
calismada tedaviye yanit ile beraber BOS’taki
CD163 seviyelerinin kolrelasyon gosterdigi
bulunmustur (12): Ancak depresyon ve diabetik
retinopati arasindaki iligkiyi inceleyen bagka bir
calismada CD163’iin depresyon siddeti ile
korelasyon gdstermedigi sonucuna ulasilmigtir
(56).

MDB’da bilissel islevler ile CDI163 serum
diizeyleri arasindaki iligskiyi inceleyen g¢alisma
yoktur. Ancak sizofreni hastalarinda CD163’iin
norokognitif defisit ile iliskili olabilecegi
belirtilmis (13): Yine, HIV pozitif kisilerde
bilissel islevleri degerlendiren bagka bir ¢aligma
yikksek CD163 konsantrasyonu olan hastalarin
norokognitif fonksiyonlarinda daha fazla bir
kétiilesme oldugu gostermistir  (57,58). Bizim
calismamizda yiiksek CD163 seviyeleri ile
norokognitif bozulma arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamakla birlikte bu
durum mevcut veri saymmzin yetersizligi ile
iliskili olabilir.

Noroinflamasyon ile iligkili bir diger parametre
olan ve S100 ailesinin bir iiyesi olan S100B
astrosit hiicrelerinden TNF-a, IL-1B,
indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), I1L-6
gibi inflamatuvar molekiillerin sentezi ve
saliverilmesinden sorumludur (14,16). S100B
diizeyinin, psikiyatrik hastaliklar, travmatik
beyin hasarlari, serebrovaskiiler patolojiler ve
norodejeneratif hastaliklarda anlamli  olarak
yiikseldigi gosterilmistir (17,19,59). Bipolar
bozuklugu olan hastalarda S100B  gen
ekspresyonu arastirildiginda bu  hastalarin
hipokampiisiinde S100B gen ekspresyonunda
artis oldugu bir meta-analizle dogrulanmistir
(60). Depresyondaki hastalarda astrositlerin
harabiyetini destekler sekilde major
depresyondaki hastalarda serum ve CSF’de
S100B miktar1 artmis olarak bulunmustur, ve
depresyon siddeti ile S100B seviyeleri arasinda
anlamli pozitif korelasyon oldugu yine bu
hastalarda saglikli kontrollere kiyasla, siirekli
olarak yiiksek S100B seviyeleri bildirilmistir
(61,62). Bizim ¢alismamizda MDB hastalar ve
saglikli kontroller arasinda S100B diizeyleri
arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.

Bu calismanin kisithiliklarindan  biricalisma
ornekleminin kii¢iik olmasidir. Hem CD 163 ve
S100 B hem de MDB pek ¢ok biyolojik ve
gevresel degiskenden kolaylikla
etkilenebilmektedir ve kiicliik Orneklemler bu
nedenle 6rneklem yanliligina yol agiyor olabilir.
Daha genis katilmcmin  dahil  edildigi
calismalarla MDB ve kontrol gruplari icin daha
homogen 6rneklemler elde edilerek daha tutarl
sonuglara  varilabilir. Nitekim  ¢aligma
sonuglarimiz daha kapsamli arastirmalar i¢in
umut vaad eden sonuglar liretmistir. Diger bir
kisithilik ise MDB grubunda tedavinin etkilerinin
3. ayda degerlendirilemsi olabilir. Her ne kadar
3 aylik bir siire tedaviye klinik yanit icin yeterli
olsa da tedavinin fizyopatolojik biyokimyasal
stireclerde ne kadar bir siirede etkili olabilecregi
net degildir. Bu nedenle tedavi sonrast daha sik
ve uzun siireli biyokimsal takipler gerekli gibi
goriinmektedir. Baska bir kisitlilik ise, kontrol
grubunda 3. ayda CD163 ve S100B 6rneklerinin
alinmamasidir.inflamasyon parametrleri sigara
icmek, egzerszi diizeyi, araya giren enfeksiyon
hastaliklart ya da ilaglar gibi ¢ok sayida
degiskenden  kolayca  etkilenebilmektedir.
Zamanla C163 ve S100B seviyelerindeki
degisim ya da degismeme  sonuclarin
yorumlanmasina katki yapabilir. Ancak bu
calisma plasebo kontrollii bir ¢alisma olmayip
kontrollere herhangi bir aktif olmayan ilag
verilmemistir. Bu nedenle de kontrol grubunda
ikinci Olciimlerin yapilmasina gerek
duyulmamustir. Ancak her iki grup da C163 ve
S100B  diizeylerini  etkileyebilecek  diger
durumlar agisindan siki bir bigimde takip
edilmis. Sonucu etkileyebilecek durumlarda
(sigara  baslama-birakma, spora baglama-
birakma, enfeksiyon hastaliklar1 ..vs) bu tiir
katilimcilar ¢alismanin disinda birakilmustir.

MDB’da 6zellikle CD163” serum seviyelerinin
hastalik belirtilerine katkida bulunabilecegi ve
antidepresan  tedavinin  bu  klinik  ve
biyokimyasal tablo {izerinde olumlu etkileri
olabilecegi sdylenebilir. Ancak ifadenin deger
kazanabilmesi  i¢in  yukarida  bahsedilen
kisithiliklar1 da dikkate alan yeni calismalara
ihtiya¢ vardir.
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EPIiLEPSI VE PARKINSON
HASTALIGI BiRLIKTELIGINE
DENEYSEL YAKLASIMLAR
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Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Istanbul

GIRIS VE AMAC

Epilepsi santral sinir sisteminde, kortikal veya
subkortikal bolgelerdeki ndron gruplarinin ani,
anormal ve hipersenkron desarjlar1 sonucu
ortaya ¢ikan, gelip gecici ve genellikle
tekrarlayici nitelikte nobetlerle karakterize
klinik bir tablodur (Fisher ve ark, 2005).
Absans epilepsi, elektroensefalogram
(EEG)’da 3-4 Hz’lik diken-ve-dalga desarjlar1
(DDD) ile karakterize ve biling
degisikliklerinin  eglik  ettigi, idiyopatik,
konviilsif olmayan bir epilepsi tiiriidiir.
Konviilsif olmayan nébetlerle seyreden absans
epilepsisinin patogenezinde kortiko-talamo-
kortikal ~dongiiniin  6nemli rolii oldugu
gosterilmistir (Avoli ve Gloor, 1982). Hayvan
caligmalarinda  kullanilan,  genetik  ve
farmakolojik pek ¢ok deneysel absans epilepsi
modeli bulunmaktadir. Genetik sican modelleri
olan GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats
from Strasbourg) ve WAG/Rij (Wistar Albino
Glaxo from Rijswijk) absans epilepsinin
gelismesinde rol oynayan mekanizmalar
aydinlatmak iizere yaygin olarak
kullanilmaktadir (Marescaux ve ark, 1992;
Coenen ve van Luijtelaar, 2003).

Epilepsisi olan hastalarda cesitli komorbidite
durumlart tamimlanmigtir (Gaitatzis ve ark,
2004). Epilepside komorbidite, epilepsisi olan
hastalarda belli bir tibbi tablonun genel
populasyona oranla daha fazla goriilmesi
durumunu ifade eder (Brooks-Kayal ve ark,
2013). Bu komorbiditeler gesitli somatik ve
psikiyatrik  bozuklar1  igine  alwr.  Bir
komorbidite, epilepsinin nedeni olabilir,
epilepsi sonucu olusmus olabilir, ya da ayr1 bir
durum epilepsi ile baglantili hale gelmis
olabilir. Epilepsisi olan kiside Parkinson

hastaliginin goriilmesi veya tam tersini igine
alan tibbi durum litaratiirde tartisilan
konulardan bir tanesidir.

Parkinson hastaligi klinik olarak bradikinezi,
rijidite ve tremor ile karakterize, yaygin
norodejeneratif bir hastaliktir (Benabid, 2001).
Parkinson hastaligi, hareket bozukluklar
icinde en sik rastlanan olmakla birlikte
Alzheimer hastaligindan sonra en sik rastlanan
ikinci norodejeneratif bozukluktur (De Jijk,
2000). Parkinson hastaligi, dopaminerjik
noronlarin  nigral dejenerasyonu nedeniyle
ortaya c¢ikar. Parkinson hastaliginin anahtar
patolojik Gzelligi Lewy cisimcigi olarak
adlandirilan anormal sitoplazmik kalintilarin
varligidir.

Parkinson hastaliginin ayirict  6zelliklerinin
saptanmasi i¢in hastaligin etiyolojisine paralel
hayvan modelleri kullanilmaktadir. Bunlardan
bazilar1  6-Hidroksidopamin(6-OHDA), 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP),
rotenon ve paraquat’tir (Jackson-Lewis ve ark,
2012; Tieu, 2011). Parkinson hastaliginda ilk
olarak kullanilan hayvan modeli, siganlarda,
SNc’da dopaminerjik hiicre 6limiine yol agan
6-OHDA’d1r.

Epilepsi ve Parkinson hastaligi arasindaki
etkilesime dair klinik veriler bulunmakla
birlikte, bu etkilesimin altinda yatan
mekanizmalar  aydinlatilmig  degildir. Bu
calismanin amact bu etkilesimin deneysel
modellerle incelenerek olast bu mekanizmalar
hakkinda bilgi birikiminin olusmasina katkida
bulunmaktadir. Caligmada absans epilepsisi
olan sicanlarda 6-OHDA uygulamas: ile
Parkinson  hastaligt  modellenmistir.  Bu
modeller araciligiyla iki hastalik arasindaki
etkilesim EEG ve davranis diizeyinde
arastirllmig, ayrica immunohistokimyasal ve
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biyokimyasal  yontemlerle altta  yatan
mekanizmalar ortaya konmaya ¢alisilmistir.

GEREC VE YONTEM

Sekil 1. Deney tasarimi

Deney Protokolii

Calismada yer alan deney grubu Wistar ve
GAERS sicanlara 6-OHDA enjeksiyonu ile
Parkinson Hastalig1 (PH) modeli
olusturulmustur. Ayni zamanda
elektroensefalografik kayit (EEG) almak lizere
kortikal kayit elektrotlar1 implantasyonu

yapilmistir. 6-OHDA enjeksiyonu ve kortikal

kayit elektrotlarinin implantasyonu
stereotaksik cerrahi yontemiyle
gercgeklestirilmistir.

Stereotaksik cerrahi sirasinda, sag mediyal
onbeyin demetine kaniil araciligryla 6-OHDA
enjeksiyonu yapilmis, bu islemden sonraki
iclinci haftada EEG kaydi alinmistir.
Enjeksiyondan sonraki 21. giinde, PH
modelinin dogrulanmasi1 amaciyla apomorfin
enjeksiyonu  aracilifiyla  rotasyon  testi
yapilmistir. Rotasyon testi sonrasi kardiyak
perflizyon islemi uygulanan hayvanlarin beyin
dokusu ¢ikarilmig, beyin dokusundan koronal
seri kesitler alinarak TH immunohistokimya
yontemi uygulanmistir. Boyama sonucu elde
edilen kesitler, 151k mikroskobuna bagli kamera
aracihigl ile fotograflanmis (x400) ve dijital
olarak kaydedilmistir. TH imminreaktif
néronlar  striatum ve substansia nigra
bolgelerinde sayilmigtir.

Calismada yer alan kontrol grubu Wistar ve
GAERS sicanlarda, stereotaksik cerrahi
yontemi ile mediyal dnbeyin demetine kaniil

aracilig ile girilmis, herhangi bir enjeksiyon
yapilmadan kaniil geri ¢ikarilmistir. Yine
stereotaksik cerrahi islemi ile kortikal kayit
elektrotlar yerlestirilmistir. Kontrol
grubundaki hayvanlardan da deney grubunda
oldugu gibi bir haftalik dinlenme siiresinin
ardindan EEG kaydi alimmistir. Enjeksiyondan
sonraki 2l.glinde, apomorfin enjeksiyonu
araciligryla rotasyon testi yapilmistir. Rotasyon
testi sonrast kardiyak perfiizyon islemi
uygulanan  hayvanlarin  beyin  dokusu
cikarilmis, beyin dokusundan koronal seri
kesitler alinarak TH, SERT immunohistokimya
yontemleri uygulanmig, ayrica serotonin,
dopamin, noradrenalin diizeyleri ¢esitli beyin
bolgelerinde yiiksek performansh (basingli)
stvi - kromotografisi (HPLC) yontemi ile
saptanmistir.
Buna gore deney gruplari su sekilde
olusturulmustur:

L Wistar-Kontrol

IL. Wistar-PH

III. GAERS-Kontrol

V. GAERS-PH
Stereotaksik Cerrahi
Stereotaksik cerrahi islemi, intraperitoneal
(i.p.) 100 mgkg ketamin (100 mgkg;
Alfamine; Alfasan Int.) ve 10 mg/kg ksilazin
(Alfazyne; Alfasan Int.) anestezisi altinda
gerceklestirilmistir.  Anestezinin  derinligi
kornea ve pence refleksleri ile kontrol
edildikten sonra, hayvanlar, stereotaksi aletine
(Stoelting, Model 51600, Wood-Dale; A.B.D.)
bregma ve lambda noktalari ayni diizlemde
olacak sekilde yerlestirilmistir. Hayvanlar
kafalari, kulak delikleri ve on dislerinden,
sabitleme c¢ubuklar1 aracilifi ile stereotaksi
aletine sabitlenerek, kafa derisi iizerindeki
tiiyler tirag edilmis, deri, antiseptik soliisyon ile
silindikten sonra orta hattan bir insizyonla
acilip periost kaldirilarak kafatasi kemikleri,
lambda ve bregma noktalar1  ortaya
cikartilmistir. Hayvanlarin kafatasina bilateral
olarak frontal ve temporal kemiklere 1 mm
capinda delikler acildiktan sonra kayit
elektrotu olarak kullanilan vidalar takilmustir.
Vida elektrotlar kablolar ile mikrokonnektore
lehimlenmistir. 6-OHDA enjeksiyonu i¢in
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kullanilan kaniil, kesilip kiint ug¢lu hale
getirilen insiilin enjektorii ignesi ve ucuna
takilan polietilen tiip (PE50)’dan olugmaktadir.
Bu kanil, sican beyin atlasi kullanilarak
(Paxinos ve Watson 1998) belirlenen
koordinatlara gore hesaplanip bregma referans
“0” noktas1 kabul edilerek mediyal 6nbeyin
demetine yerlestirilmistir (Mediyal Onbeyin
demeti koordinatlar1: AP: -2,6 mm, ML: -1,8
mm, V: 8,5 mm). PE5S0’nin diger ucu 25 pl’lik
mikroenjektére (Hamilton) takilmis, inflizyon
pompasit (Kd Scientific, Model 120)
yardimiyla, 4 pl enjeksiyon 4 dakikada
yapilmistir.  Enjeksiyon islemi sonrasinda
difiizyonun tam olmasi i¢in 1 dakika
beklenerek kaniil ¢ikartlmisgtir.
Mikrokonnektér soguk dental akrilik ile
kafatasina sabitlenmistir. Hayvanlar ayr1 ayr
kafeslere yerlestirilerek hayvan takip odasinda
barinmalar1 saglanmistir.

EEG Kaydi

Stereotaksik cerrahi islemi sonrasi bir haftalik
dinlenme siiresinin ardindan hayvanlardan
sabah 9.00-12.00 saatleri arasinda ii¢ saatlik
EEG kaydi almmustir. 30 cm’lik pleksiglas
silindir kafeslere alman hayvanlar EEG
kablolar1  araciligtyla ~ EEG  sistemine
(PowerLab/8SP,  ADInstruments, Oxford,
Birlesik Krallik) baglanmig, Labchart v7
(ADInstruments, Oxford, Birlesik Krallik)
programi  araciligiyla  kayitlar  bilgisayar
ortaminda  alinmustir. Ug: saat boyunca
korteksten sag ve sol olmak flizere bilateral
frontoparietal EEG kayitlar1 alinmustir.

6-OHDA Hazirlanmasi

6-OHDA enjeksiyonu i¢in, 5 mg 6-OHDA (6-
Hydroxydopamine  hydrobromide,  Sigma
H116), 9%0,2 askorbik asit (H 709074, Merck)
iceren 2,5 ml steril serum fizyolojik iginde
¢Oziilmistiir. Hizla bozunan bir madde olmasi
nedeniyle aliiminyum folyo ile kaplanarak
1siktan  korunma saglanmustir.  Enjeksiyon
oncesi buz dolu bir kutu i¢inde saklanmustir.
Infiizyon pompas1 yardimiyla, 4 pl enjeksiyon
4 dakikada yapilmustir (8 pg).

Apomorfin Hazirlanmasi

Apomorfin enjeksiyonu i¢in, 5 mg apomorfin
(Apomorphine hydrochloride hemihydrate,
Sigma A4393), 1 mg askorbik asit iceren 1 ml
distile su igerisinde ¢Ozllmiistiir.  Stok
soliisyon olarak hazirlanan bu soliisyondan 10
pl alinip 990 pl steril serum fizyolojik ile
karigtintlip  vortekslenerek  enjeksiyonluk
soliisyon elde edilmistir. Her iki soliisyon da,
hazirlama ve enjeksiyon islemleri esnasinda
buz dolu bir kutuda tutulmus, 1siktan korunma
amactyla aliiminyum folyo ile kaplanmustir.
Enjeksiyon 0,1 ml/100 gr olacak sekilde
subkutan olarak gerceklestirilmistir (0,05
mg/kg).

Silindir Testi

20 cm derinliginde ve 30 cm ¢apinda silindir
pleksiglas kafes i¢cine konulan hayvanin her bir
on ayagiyla, silindir kafesin duvarina degme
sayist kaydedilmistir. Hayvan silindir kafesin
icine konulduktan sonra serbest olarak hareket
halindeyken silindirin duvarlarina degme sayisi
bir dakika boyunca sayilmustir.

Rotasyon Testi

6-OHDA enjeksiyonunu takiben 21.giinde,
rotasyon testi yapilmistir. Hayvanlar 20 cm
derinliginde ve 30 cm g¢apinda pleksiglas
silindir kafese alinip subkutan apomorfin
enjeksiyonu yapilmis, enjeksiyon sonrasit 10
dakikalik periyodlarla toplam 30 dakika
boyunca saga ve sola rotasyonlar1 (360°)
sayilip kaydedilmistir.

Perfiizyon ve Beyin Dondurma

Hayvanlar yiiksek dozda ketamin ve ksilazin
anestezisi altinda uyutulmustur. Pence ve
kornea refleksleri kontrol edilip 6n ve arka
ayaklar1 zemine sabitlenerek st  {istii
yatirllmigtir, perfiizyon islemi i¢in sol
ventrikiilden perfiizyon pompasinin (Variable
Flow Peristaltic Pumps, Stoelting, 536039)
enjektor ucuyla girilip aorta ulasilmistir. Cihaz
acilarak Once tiim viicutta serum fizyolojik
soliisyonu, hemen ardindan formalin soliisyonu
(formalin solution, neutral buffered, 10%,
Sigma HT5012) dolasgim1  saglanmustir.
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Perfiizyon islemi bittikten sonra beyin dokusu
cikarilarak formalin soliisyonunda bekletilmis,
24 saat sonra doku formalin soliisyonundan
almarak % 30’luk siikroz soliisyonuna (0.1 M
PBS i¢inde) koyulmustur.

Immunohistokimya

Mikrotom cihazi (Microm HM450) araciligiyla
35 wm’lik koronal seri kesitler alimmustir.
Kesitler sekiz seri seklinde toplanmis, %30
gliserol ve %30 etilen glikol igeren fosfat
sollisyonunda saklanmuistir.

Immunohistokimya prosediirii yiizen kesitler
olarak uygulanmistir. TBS soliisyonu ile {i¢
kez yikama yapilmistir, sonrasinda soliisyon
AR Tris EDTA ile degistirilmistir. 80 dereceye
ayarlanmis  etiive konmus 30 dakika
beklendikten sonra, cikarilip bu kez oda
sicakliginda 20 dakika beklenmistir.

30 dakikanin sonunda TBS ile {i¢ kez yikama
yapilip Onceden hazirlanan normal serum
sollisyonu eklenmis ve bir saat bekletilmistir.
Sonrasinda primer antikor soliisyonu ile
degistirilmistir.

Ikinci giin; ii¢ kez TBS-T soliisyonu ile
yikanmis, sekonder antikor soliisyonu TBS-T
sollisyonu bosaltilarak yerine koyulmustur. 1
saatlik bekleme sonrasi ti¢ kez TBS-T
solisyonu ile yikama yapilip ABC
solisyonuna almmistir (A 10 ul+ B 10ul +
TBS 980 ul). Son olarak DAB soliisyonu
eklenip on dakika beklenmistir. Bekleme
siiresinin ardindan ii¢ kez TBS ile yikanmustir.
Kesitler anterior-posterior yoniinde siralanarak
lamlara alinmis, kuruma sonrasi lamel ile
kapatilmistir. Ayn1 prosediir hem TH, hem
SERT immunohistokimyasal boyama ig¢in
kullanilmstir.

Striatal  dopaminerjik lif yogunlugu
ol¢iimleri

Striatumdaki TH-immunreaktif liflerin optik
yogunluklari, bir mikroskop kamera sistemi
yardimiyla, belirlenmis olan koronal striatal
kesitlerden alinan dijital goriintiiler iizerinde
Olciilmiistiir (Zeiss Axio Zoom. V16, Zeiss,
Germany). Her bir hayvandan toplamda elde
edilen bes goriintii Imagel] yazilim programm
kullanilarak analiz edilmistir (version 1.501i,

NIH, USA). Veriler, intakt bdlgenin yiizdesi
olarak ifade edilmistir.

Serotonerjik lif yogunlugu él¢iimleri
Wistar-Kontrol ve GAERS-Kontrol
gruplarinda, tim beyin kesitlerine SERT
immunohistokimyasal boyama islemi
uygulanmigtir. Paxinos ve Watson si¢an beyin
atlasina gore bregma noktasi referans alinarak
saptanan farkli seviyeler kamera sistemi ile
(Nikon Eclipse 90i) 10X biyiitme ile
fotograflanarak, ImageJ yazilim programi
kullanilarak  (version 1.50i, NIH, USA)
Olciilmiistiir. Paxinos ve Watson si¢an beyin
atlasina gore saptanan referans bdlgeler su
sekildedir:

Korteks-cene  bolgesi, anterior  striatum,
korteks-biyik  bolgesi, posterior striatum,
globus pallidus, hipokampus. Veriler, intakt
bolgenin yiizdesi olarak ifade edilmistir.
Yiiksek  Performansh  (Basinch) Sivi
Kromotografisi (HPLC) ile Dopamin,
Serotonin, Noradrenalin Diizey Ol¢iimii
HPLC sistemi; izoktratik pompa donanimli
Ultimate 3000
(ThermoScientific), 50 ul enjeksiyon dongiilii

Biyouyumlu sistem

sogutmalt otomatik numune alma aparati,
gozenekli karbon kolorimetrik koruyucu hiicre
ve amperometrik bir dedektor hiicresi iginde
yer alan cam karbon elektrot donanimli
Coluchem III elektrokimyasal dedektor ve
Chromeleon 7.2 (ThermoScientific)
kromotogram’dan olusmaktadir.

Kromotografik ayirma igin kullanilan analitik
kolon Xselect HSS T3 3.5 um 2.1 x 150 mm
(Waters) kolondan olusmaktadir. Mobil faz
bilesimi 500 mM fosfat tampon soliisyonu
(pH: 2,5), 600 mg/L 1-Oktanosiilfonik asit
sodyum tuzu ve %7 asetonitrilden meydana
gelmektedir. Analiz parametreleri su sekilde
ayarlanmustir: Akis hizi: 0,4 ml/dk, enjeksiyon
hacmi 25 pl, koruyucu hiicre potansiyeli 1000
mV, dedektér hiicre potansiyeli 750 mV.
Analiz asamasma kadar -80 °C dondurucuda
saklanan homojenize edilmis O6rneklerden
analiz i¢in 60 pl filtrelenmis 6rnekler alinarak
HPLC islemi gergeklestirilmistir.
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Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen tiim veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Tiim
istatistiksel analizler GraphPad Prism v5
(GraphPad Software, San Diego, USA)
kullanilarak gereceklestirilmistir. Istatistiksel
olarak anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul
edilmistir.
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Sekil 2. GAERS-Kontrol ve GAERS-PH
gruplarinda diken-ve-dalga desarjlar1 (DDD)
toplam siireleri. Uc saatlik zaman diliminde
I’er saatlik periyotlarla DDD toplam siireleri
(s) karsilastirilmistir. Student’s t test + Mann-
Whitney U testi ile analiz edilmistir. Veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir

(**, p<0,01).

DDD Ortalama Siiresi
(

1. saat 2. saat 3. saat

Sekil 3. GAERS-Kontrol ve GAERS-PH
gruplarinda diken-ve-dalga desarjlar1 (DDD)
siirelerinin  ortalamalari. Ug saatlik zaman
diliminde 1’er saatlik periyotlarla DDD
siirelerin ortalamalar1 (s) karsilagtirilmustir.
Student’s t test + Mann-Whitney U testi ile
yapilan analiz edilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir (¥,
p<0,05; **, p<0,01).
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Sekil 4. GAERS-Kontrol ve GAERS-PH
gruplarinda diken-ve-dalga desarjlart (DDD)
toplam sayilari. Ug saatlik zaman diliminde
1’er saatlik periyotlarla DDD toplam sayilari
(s) karsilagtirilmistir. Student’s t test + Mann-
Whitney U testi ile yapilan analiz edilmistir.
Veriler ortalama + standart hata olarak ifade
edilmistir.
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Davrams Deneyleri

Silindir testi

Silindire Degme Sayisi
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Sekil 5. Sag ve sol 6n ayaklarda silindire
degme sayilarinin karsilastirilmasi. Bir dakika
icerisinde sag ve sol on ayak silindire degme
sayilar1 karsilastirilmistir. Cift yonli ANOVA
ve Bonferroni posthoc testi ile analiz
edilmistir. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edilmistir (**, p<0,01; ***,
p<0,001).

Rotasyon testi

Apomorfin ile indiiklenen
Rotasyon Sayisinin Ortalamasi
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Sekil 6. Wistar-PH ve GAERS-PH gruplari
arasinda apomorfin ile indiiklenen rotasyon
sayilarinin karsilastirilmasi. ki grup arasinda
lezyona kontralateral rotasyon davranisi 30
dakikalik periyotta degerlendirilmistir.
Student’s t test ile analiz edilmistir. Veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir
(*, p<0,05).

Immunohistokimya deneyleri
Striatumdaki dopaminerjik lif yogunluklari

Striatumdaki Th* Lif Yogunlugu
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Sekil 7. Tim gruplar arasinda
immunohistokimya  yontemi II’ye  gore
striatumdaki TH+ 1if yogunluklari. Tim
gruplarda striatumdaki TH+ lif yogunluklar
lezyonsuz tarafin yiizdesi olarak
degerlendirilmistir. Tek yonli ANOVA ve
Tukey posthoc testi ile analiz edilmistir.
Veriler ortalama + standart hata olarak ifade
edilmistir (***, p<0,001).

Serotonerjik lif yogunluklar:

Sekil 8 ve 9. Korteks-biyik ve ¢ene bolgesinde
SERT" lif yogunlugu a) Korteks-biyik ve cene
bolgesinde Wistar-Kontrol ve GAERS-Kontrol
gruplarinda ~ SERT  immunreaktivitesinin
gosterilmesi. b) Wistar-Kontrol ve GAERS-
Kontrol grubu si¢anlarda korteks-biyik ve gene
bolgesinde  SERT™  lif  yogunlugunun
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karsilastirilmasi. Student’s t test ile analiz
edilmistir. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edilmistir (**, p <0.01). ¢)
Korteks-bryik ve ¢ene bolgesinin sican beyin
atlasinda gosterimi.
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Sekil 10 ve 11. Anterior ve posterior striatum
bolgesinde SERT" lif yogunlugu a) Anterior ve
posterior striatum bdlgesinde Wistar-Kontrol
ve  GAERS-Kontrol gruplarinda  SERT
immunreaktivitesinin gosterilmesi. b) Wistar-
Kontrol ve GAERS-Kontrol grubu siganlarda
Anterior ve posterior striatum bolgesinde
SERT" lif yogunlugu yiizdeleri. Student’s t test
ile analiz edilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir (**, p
<0.01). ¢) Anterior ve posterior striatum
bolgesinin sigan beyin atlasinda gosterimi.

Sekil 12 ve 13. Globus pallidus ve hipokampus
bolgesinde SERT" lif yogunlugu a) Globus
pallidus ve hipokampus boélgesinde Wistar-
Kontrol ve GAERS-Kontrol gruplarinda SERT
immunreaktivitesinin gosterilmesi. b) Wistar-
Kontrol ve GAERS-Kontrol grubu si¢anlarda
globus pallidus ve hipokampus bolgesinde

SERT" lif yogunlugu yiizdeleri. Student’s t test
ile analiz edilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. c) Globus
pallidus ve hipokampus bolgesinin sican beyin
atlasinda gosterimi.

HPLC Deneyleri

Korteks, talamus, hipokampus beyin
bolgelerinde dopamin diizeyi dl¢iimleri

a. Korteks

Sekil 14. Beyin bolgelerinde dopamin diizeyi
Olciimleri. a) Tim gruplarda a) korteks, b)
talamus, c) hipokampus beyin bdlgelerinde
dopamin diizeyleri karsilastirilmistir.  Tek
yonli ANOVA ve Tukey posthoc testi ile
analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir.
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Korteks, talamus, hipokampus beyin
bolgelerinde serotonin diizeyi 6l¢ciimleri

& &5
S
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Sekil 15. Beyin bolgelerinde serotonin diizeyi
Olciimleri.  Tim gruplarda a) korteks, b)
talamus, c) hipokampus beyin bdlgelerinde
serotonin  diizeyleri karsilastirilmigtir.  Tek
yonli ANOVA ve Tukey posthoc testi ile
analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir (*, p <0.05; **, p
<0.01).

Korteks, talamus, hipokampus beyin
bolgelerinde noradrenalin diizeyi 6l¢iimleri

Korteks

Sekil 16. Beyin bolgelerinde noradrenalin
diizeyi 6l¢tiimleri. a) Tiim gruplarda a) korteks,
b) talamus, c¢) hipokampus beyin bolgelerinde
noradrenalin diizeyleri karsilastirilmistir. Tek
yonli ANOVA ve Tukey posthoc testi ile
analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir (*, p<0.05, **,
p<0.01, *** p<0.001).

TARTISMA VE SONUC

GAERS siganlarda 6-OHDA  Parkinson
hastaligi modelinin diken-ve-dalga desarjlar
lizerine etkisi arastirilmistir. Ug saatlik EEG
kayitlar1 birer saatlik zaman dilimleri ile
incelendiginde  diken-ve-dalga  desarjlar1
kiimiilatif siirelerinde GAERS-PH grubunun
GAERS-Kontrol grubuna gore birinci saatte
anlamli artis gozlenmistir. Diken-ve-dalga
desarjlart kiimiilatif siirelerinin ortalamalarinin
ise GAERS-PH grubunda GAERS-Kontrol
grubuna gore her bir saatlik zaman diliminde
yilksek oldugu gosterilmistir, bu farklilik

istatistiksel ~ olarak  anlamldir. Bazal
ganglianin farkli yapilarina uygulanan ve
substansia nigra pars retikulatanin
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inhibisyonuna yol acan ¢esitli farmakolojik
manipulasyonlarin ¢esitli hayvan modellerinde
ndbet baskilanmasina neden oldugunu gosteren
farkli c¢aligsmalarla desteklenmistir (Deransart
ve ark, 1996; Dybdal ve Gale, 2000; Veliskova
ve ark, 1998). D1 ve D2 reseptor agonistlerinin
intrastriatal enjeksiyonu ile substansia nigra
pars retikulatadaki néron aktivitesini azalttigi,
bunun da absans ndbetlerde baskilanmaya
neden oldugu gosterilmistir (Deransart ve ark,
2000). Bu bulgular striatumda dopamin kaybi
olan absans epilepsili hayvanlarda diken-ve-
dalga desarjlarinin kiimiilatif siirelerinde ve
kiimiilatif stirelerinin ortalamalarinda artig
gosterdigi

goriinmektedir.
Yapilan rotasyon testinde @ GAERS-PH
grubundaki Wistar-PH
grubundakilere gore rotasyon sayilariin
anlamli derecede yiiksek oldugu ortaya
konmustur. Dopamin agonisti olan apomorfin

bulgumuz ile uyumlu

hayvanlarin

ile indiiklenen rotasyon davranisi postsinaptik
dopamin reseptorlerinin  up-regiile olmasi
sonucu  kontralateral  rotasyona  neden
GAERS’lerde ortaya konmus

olan yiiksek rotasyon davranigi, GAERS’lerin

olmaktadir.

Wistar siganlara gore apomorfine karsi daha
yiikksek bir siipersensitiviteye sahip olduguna
isaret ediyor olabilir. Dopamin agonisti olan
apomorfin ile indiiklenen rotasyon davranisi
postsinaptik dopamin reseptdrlerinin up-regiile
olmasi sonucu kontralateral rotasyona neden
olmaktadir. GAERS’lerde ortaya konmus
olan yiiksek rotasyon davranisi, GAERS’lerin
Wistar siganlara gore apomorfine karsi daha
yiiksek bir siipersensitiviteye sahip olduguna
isaret ediyor olabilir.

Wistar ve  GAERS sicanlarda belirli beyin
bolgelerindeki serotonerjik 1lif yogunluklari
karsilastirildiginda, GAERS’lerde korteks ve
striatum boélgesindeki lif yogunlugunun Wistar
sicanlara gore yiiksek oldugu
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir;
literatiirdeki ilk calismadir. Hem fokal hem de
jeneralize nodbetlerdeki rolii arastirildiginda;
serotonin artisinin  ndbet esigini  ve/veya
antiepileptik aktiviteyi artirirken serotonin
seviyelerindeki diislisi diisiik ndbet esiginin

takip ettigi gosterilmistir (Bagdy, 2007).
Bununla birlikte pek ¢ok antiepileptik ilag,
beyindeki ekstraseliiler serotonin seviyelerini
artirmakta, ¢ok sayida selektif serotonin geri
alim  inhibitérii de antiepileptik  etki
gostermektedir (Hannon ve Hoyer, 2008;
Stroth ve Svenningsson, 2012). Wistar ve
GAERS sicanlarda korteks, talamus ve
hipokampus beyin bolgelerinde serotonin
diizeyleri karsilastirildiginda; hem Wistar-PH
hem de GAERS-PH grubundaki siganlarda
serotonin diizeyinin kortekste sirasiyla Wistar-
Kontrol ve GAERS-Kontrol gruplarindan
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
Striatum ve kortekste 6-OHDA enjeksiyonu
sonrasinda serotonin seviyelerinin arttigini
gosteren calismalar da mevcuttur (Descarries
ve ark, 1992; Dewar ve ark, 1990). Dewar ve
arkadaslarinin ~ yaptigi  caligmada kortikal
dopamin kaybmin %25’in altinda kaldig1
durumda korteksteki serotonin diizeyinde
belirgin bir artis gdzlenmemistir. Bu nedenle
6-OHDA enjeksiyonu sonucu olusan dopamin
kayb1 serotonin konsantrasyonundaki
degisiklikleri tetikliyor olabilir.

Wistar-PH ve  GAERS-PH  gruplarinda
noradrenalin diizeylerinin Wistar-Kontrol ve
GAERS-Kontrol gruplara gore talamus ve
hipokampustaki daha  disiik oldugu
saptanmistir. Aym1 zamanda GAERS-Kontrol
grubundaki hayvanlarda hipokampusta
Wistar-Kontrol
grubuna gore diisiik oldugu gosterilmistir,
literatiirdeki ilk ¢alismadir.

noradrenalin diizeyinin
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GIiRIiS VE AMAC

Yilda  yaklastk 9 milyon insanin
hipertansiyonun yol agtigi  hastaliklardan
dolay1r hayatim1 kaybettigi diisiiniilmektedir.
Hipertansiyonun diinya {izerinde yaklasik 1.1
milyar insan etkiledigi belirtilmektedir (NCD-
Risc , 2017). Bundan dolay1 hipertansiyonun
tan1 ve tedavisi bilylik 6nem tasimaktadir.

Hipertansiyonun prevalansi yasla birlikte
artmakta olup, 60 yas {Ustii popiilasyonda
goriilme siklig1 %60'm {lizerindedir (Chow ve
ark., 2013). Yasla birlikte ortaya c¢ikan kilo
alim1 ve sedanter yasam tarzinin hipertansiyon
olusumunu etkileyen faktorlerden oldugu
diisiinilmektedir. Bunun yaninda son yillarda
artmaya baglayan hipertansiyon farkindaligiyla
beraber, hipertansiyona sekonder gelisen
kardiovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin
yol actig1 morbidite ve mortalitede bir diisiis
goriilmektedir.

Sistolik ve diastolik kan basincinda 140/90
mmHg'in altinda olan degerlerin saglanmasi
durumunda kardiovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastalik olusumunun biiyiikk oranda Oniine
gecilmektedir (Williams ve ark., 2018). Klinik
caligmalarda hafif-orta derecedeki
hipertansiyonun Onlenmesinin inme riskini
%30-43 arasinda dislirdiigii goriilmektedir
(Collins ve ark., 1994). Kalp krizi riski ise

yaklasik %15 oraninda azalmaktadir (Collins
ve ark, 1990). Ayrica anti-hipertansif
tedaviyle birlikte kalp yetmezligi, demans
siklig1 azalmaktadir ve bobrek fonksiyonlarinin
korunmasi saglanmaktadir (Peterson ve ark.,
1995). Diyabetik  hipertansif  hastalarda
tedaviyle birlikte hipertansif retinopatiye bagl
korliik de onlenebilmektedir (Holmen ve ark.,
1998). Bunlara ek olarak kilo kontrolii
saglanmasi, sigaradan uzak durulmasi ve asiri
tuz tiketiminin Onlenmesi de tansiyon
kontroliiyle birlikte mortalite ve morbidite
tizerine ek bir katki saglamaktadir.

Hipertansiyonu olan hastalarin tedavisinde en
onemli giicliklerden  biri ise ilag
kullanimindaki  diizensizliktir. ~ Literatiire
bakildigi zaman hastanin doktor tarafindan
verilen tedavisine uyum olarak adlandirilan
ilagc uyuncunun, hipertansiyon tedavisi alan
hastalarda %50 civarinda oldugu
goriilmektedir. Diger kronik hastaliklarda da
ilag uyuncu degerlendirildiginde yine benzer

oranlar karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Farmakoloji ~ Arastirma ve  Uygulama
Poliklinigine bagvuran hastalara ilag aliminda
hatirlatic1 fonksiyonu olan ve hastalarin kan
basinct degerlerini  kaydebilecegi bir cep
telefonu aplikasyonu yiiklenmistir. Bu sekilde
hem evde kendi Ol¢limlerini kaydederek
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hipertansiyon farkindaliginin artmasi hem de
aplikasyon tarafindan hastanin ilag saatlerinde
hatirlatma yapilarak ilag uyuncunun artirilmasi
hedeflenmistir.  Bu  sayede  hastalarin
hipertansiyon degerleri kaydedilerek,
hipertansiyon  hedeflerine, cep telefonu
aplikasyonun katkisi degerlendirilmistir.

Hipertansiyon,  gilinlimiizde en  Onemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir.
Ozellikle kontrolsiiz hipertansiyon,
kardiovaskiiler ve serebrovaskiiler
rahatsizliklara siklikla sebebiyet vermektedir.
Bunun yaninda  kontrolsiiz  hipertansif
hastalarda is giicii kayb1 ve tedavi maliyetinde
artis goriilmektedir.

Bu c¢aligmada hipertansif hastalarinin ilag
uyuncuna, cep telefonu aplikasyonunun etkisi
degerlendirilmistir. Hastalar bu aplikasyon
sayesinde kan basinct degerlerini cep
telefonuna kaydedip bir c¢izelge seklinde
gormeleri  saglanmaktadir. Bu  sekilde
hastalarin tedavi siirecine dahil edilmeleri ve
hipertansiyon  hakkinda  farkindaliklarinin
artirllmasi amaglanmigtir. Ayrica aplikasyonda
bulunan ilag hatirlatma 6zelliginin de 6zellikle
birden ¢ok ila¢ kullanan hastalarda ilag
almalarimi kolaylastiracagi ve boylece daha iyi
bir kan basinci ydnetimi saglayacagi
diistintilmiistiir.

GEREC VE YONTEM

Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan onay alindiktan sonra calismaya
baslandi. Istanbul Tip Fakiiltesi ~Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Klinik Farmakoloji
Arastirma ve Uygulama Poliklinigine bagvuran
hipertansiyon hastalar1 i¢inden aragtirma
kriterlerine uyan 50 hasta g¢alismaya alindi.
Hastalar ile yapilan yiiz ylize goriismede 6nce
bilgilendirilmis goniillii olur formu okutuldu
ve imzalandi. Ardindan hastalara kan basinci
boy ve kilo 6l¢timii yapildi. Cep telefonlarma
Medisafe isimli google play storedan ve apple
storedan {icretsiz olarak indirilebilen bir saglik
aplikasyonu yiiklendi ve 8 soruluk Morisky
ilag uyun¢ skalasindaki (MMAS-8) sorular

sorulup puanlama yapildi. Yiiklenen saglik
aplikasyonuna hastalarin ilaglar1 eklendi ve
ilaglar1 alacaklar1 saatle ilgili hatirlatma
kaydedildi. Hastalar 8 hafta boyunca cep
telefonu aplikasyonuna uygun bir sekilde
ilaclarm1 aldilar ve kan basmeci diizeylerinin
kaydini1 tuttular. 8 haftalik siire sonunda
hastalara tekrardan MMAS-8 uyguland1 ve kan
basinci dl¢timii yapildi.

Dahil olma kriterleri

* 18 yas istii hipertansif hastalar(ESC-ESH
2018 Hipertansiyon kilavuzu kriterlerine gore)

* En az 3 aydir anti-hipertansif ila¢ kullanan
hastalar

* Mobil aplikasyon indirmeye uygun akilli cep
telefonu kullanmas1

* Hicbir etki altinda kalmadan bilgilendirilmis
goniillii olur formunu imzalamis olmasi

Dahil olmama Kriterleri

* Okur-yazar olmamak
* Kontrolsiiz hipertansiyonu olan hastalar

» fleri derecede karaciger ve bobrek yetmezligi
olan hastalar

* Demans tanis1 konmus olan hastalar

* Son 12 ay igerisinde ilag/madde ve alkol
kotiiye kullanim Oykiisti bulunmast

Hipertansiyon tanisi ve kan basinci ol¢iimii

Hastalarin kan basinci Ol¢limlerine  gore
siniflandirilmast ve kan basimncinin  kontrol
altinda olup olmadigmin degerlendirilmesi
2018 ESH/ESC Hipertansiyon Kilavuzu esas
alarak yapildi.

Bu kilavuza gore esik degerler su sekildedir:

* Optimal: Sistolik kan basme1 <120 mmHg ve
diastolik kan basici <80 mmHg
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» Normal: Sistolik kan basinci 120-129 mmHg
aras1 ve/veya diastolik kan basinci 80-84
mmHg arasi

* Yiiksek normal: Sistolik kan basinc1 130-139
mmHg aras1 ve/veya diastolik kan basinci1 85-
89 mmHg arasi

* Evre 1 hipertansiyon: Sistolik kan basinci
140-159 mmHg aras1 ve/veya diastolik kan
basinci 90-99 mmHg arasi

* Evre 2 hipertansiyon: Sistolik kan basinci
160-179 mmHg aras1 ve/veya diastolik kan
basinci 100-109 mmHg arasi

* Evre 3 hipertansiyon: Sistolik kan basinc1 >
180 mmHg ve/veya diastolik kan basinci > 110
mmHg

Bu kilavuza gore evre I, evre Il ve evre III
hipertansiyon tanisi olan hastalar farmakolojik
yontemlerle tedavi edilmelidir. Yiiksek normal
hipertansiyonu olan hastalarda ise kan
basincimin  hipertansif diizeylere ilerlemesi
engellenmelidir. Bunun igin &ncelikli olarak
yasam tarzi degisiklikleri onerilmekle birlikte
ozellikle diabetes mellitus, kronik bdbrek
hastaligi,  kronik  kalp
serebrovaskiiler hastalik 6ykiisii bulunanlarda
yasam tarzi degisiklikleriyle beraber kan

hastalign ~ ve

basinci normal  diizeylere  ¢ekilmezse

farmakolojik tedavi baglanmasi 6nerilmektedir.

Kan basmer olglimleri alinirken goniilliiler en
az 5 dakika olmak {izere ve oturur pozisyona
dinlenmeleri saglanmistir. Ol¢iimlerden en az
30 dakika Oncesine kadar goniilliilerin kafein
igeren icecekleri tilketmemis ve sigara igmemis
olmasma dikkat edilmistir. Olgiimler klinik
aragtirmalarda kullanimi onaylanmis ve giincel
kalibrasyonu yapilmis ve kan basmel
Olciimiinii  osilatuar olarak gergeklestiren
elektronik kan basinct Ol¢lim aleti (Omron
705IT modeli) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Her biri beser dakika olmak iizere iki dl¢iim
gergeklestirilmis ve kan basinct degeri olarak
bu iki 6l¢limiin ortalamasi alinmigtir.

Ila¢ uyuncunun degerlendirilmesi

Calismamizda ilag uyuncunun
degerlendirilmesi amaciyla, Morisky ve
arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda gelistirilen
8 soruluk Morisky 1ilag Uyung Testi
kullanilmistir. Bu testin uygulanmasinin kolay
ve sensitivitesinin yiiksek olmasi (%93), bu
testi kullanmamizdaki baslica nedendir.

Morisky Ilag Uyung Skalas1 8 puan iizerinden
degerlendirildi. 6 puanin altinda alan hastalar
diisilk uyung, 6 ve 7 puan alan hastalar orta
uyun¢ ve 8 puan alan hastalar yiiksek uyung
olarak degerlendirildi.

Morisky ila¢ uyunc skalasi

8 soruluk Morisky ilag wuyung skalasi,
hipertansiyon hastalarinda ilag uyuncunu
degerlendirmede  siklikla  kullanilan  bir
yontemdir. Morisky ila¢ uyung¢ skalasinin,
hipertansif hastalarda diisik uyun¢ durumunu
belirlemede %93 oranda sensitif ve %353
oranda spesifik oldugu belirtilmistir (Morisky
ve ark., 2008).

Sorular

* [laciniz bazen almay1 unutur musunuz?

* Son 2 haftay:1 disiindiigiiniizde, hig ilacinizi
almadiginiz bir giin oldu mu?

» Ilag aldiginizda kendinizi kotii hissettiginiz
icin, doktorunuza danismadan hi¢ ilacinizi
almadiginiz oldu mu?

* Seyahat ettiginiz veya evde olmadiginiz
zaman ilacimizi  yanimiza almayir unutur
musunuz?

* Diin ilaglariniz1 aldiniz m1?

birakir misiniz?

+ lla¢ almakta zorlandigimzi diisiiniiyor
musunuz?
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» {laglarimizin isimlerini hatirlamakta giicliik
cekiyor musunuz?

Sonuclarin degerlendirilmesi

Her soruya olumlu yanit 1 puan, olumsuz yanit
ise 0 puan olarak degerlendirilir.

* 6 puan alt1 diisiik uyung
* 6-8 puan arasi orta uyung

* 8 puan arasi yiksek uyung olarak
degerlendirilir.

istatistiksel Analiz

SPSS 21.0 programinda veriler girilerek
istatistiksel analiz yapildi. Oncelikle her bir
degiskenin normal dagilip dagilmadig
Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Dagilim
normal degiskenler icin bagimsiz érneklem t-
testi ve Pearson korelasyon analizi testleri
uygulandi. Normal dagilim gdstermeyen
degiskenler i¢in ise Mann-Whitney U testi ve
Spearman's rtho korelasyon analizi testleri
uygulandi.

Kategorik  degiskenler arasi  farkliligin
incelenmesinde  Pearson  Ki-kare  veya
Likelihood ratio testleri  uygulanmugtir.
Istatistiksel anlamhilik diizeyi p<0.05 olarak
almmustir.

BULGULAR

Caligmaya daha Onceden hipertansiyon tanisi
almis ve bilgilendirilmis goniillii olur formunu
onaylayan toplam 50 hasta dahil edilmistir.

Sosyodemografik dagilim

Hastalarin ortalama yast 60.16 (en diisiik 33;
en yiiksek 75), 17 kisi ilkogretim, 19 kisi
ortadgretim ve 14 kisi yiiksekdgrenim
mezunudur. Ortalama egitim siiresi 10.16 yil

(en diisiik 5 y1l; en yiiksek 18 y1l), kadin/erkek
orani 26/24 diir.

Morisky skor degerlendirmesi

Goniilliillerin =~ ilag  uyung  diizeylerinin
degerlendirilmesinde 8 soruluk Morisky Ilag
Uyung Skalasi kullanildi. En diigiik puan 3, en
yilksek puan ise 8 olmustur. Cep telefonu
aplikasyon kullanimi Oncesi 25 hastada diisiik
ilag uyuncu, 20 hastada orta derece ilag uyuncu
5 hastada ise yiiksek ilag uyuncu tespit
edilmistir. Aplikasyon oncesi skor ortalamasi
5.54’tir. 8 haftalik cep telefonu aplikasyon
kullanimi sonrasi ise 14 hastada disiik ilag
uyuncu, 31 hastada orta diizeyde ilag uyuncu, 5
hastada ise yiiksek ilag uyuncu tespit
edilmistir. Aplikasyon sonrasi skor ortalamasi
6.3 olarak tespit edilmistir. 22 hastanin
aplikasyon sonrasi daha yiiksek ila¢ uyung
puan1 aldig1 tespit edilmistir. Aplikasyon
sonrast goriilen puan artisinin da istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmustir (p=0.001).

Cep telefonu aplikasyonunun sistolik kan
basinci iizerine etkisi

Cep telefonu aplikasyonu Oncesi hastalarin
sistolik kan basinci ortalamalar1 136,4 mmHg
olarak saptanmustir. 8 haftalik cep telefonu
aplikasyonu kullanimi  sonrasinda yapilan
Olclimde ise hastalarin sistolik kan basinci
ortalamas1 130.2 mmHg olarak o&lgiilmiistiir.
[statistiksel ~olarak  aplikasyon kullanimi
sonrasinda goriilen sistolik kan basinci diigisi
ileri diizeyde anlamlidir (p<0.001).

Cep telefonu aplikasyonunun diastolik kan
basinci iizerine etkisi

Cep telefonu aplikasyonu Oncesi hastalarin
diastolik kan basinci ortalamalar1 81.1 mmHg
olarak saptanmustir. 8 haftalik cep telefonu
aplikasyonu kullanimi  sonrasinda yapilan
Olciimde ise hastalarin diastolik kan basinci
ortalamasit 78.8 mmHg olarak o&lgiilmiistiir.
Istatistiksel ~olarak aplikasyon kullanimm
sonrasinda goriilen diastolik kan basinci
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diisiisi diisiik diizeyde anlamlidir (p= 0.035).
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Sekil 1. Aplikasyon kullanimi sonrasinda
hastalarin kan basinci degisimleri

Egitim diizeyine gore ila¢ uyunclarinin
degerlendirilmesi

Egitim diizeylerine gore hastalar
degerlendirildiginde, 17 hastanin ilkdgretim
mezunu, 19 hastanin ortadgrenim mezunu ve
14 hastanin da yiiksekdgrenim mezunu oldugu
saptannustir.  {lkdgretim  mezunu hastalari
degerlendirildiginde 10 hastanin diisiik ilag
uyuncu, 6 hastanin orta diizeyde ila¢ uyuncu, 1
hastada da yiiksek ila¢ uyuncu saptanmustir.
Morisky ila¢ skalast puan ortalamasi ise
5.53’tiir.  Ortadgrenim mezunu  hastalar
degerlendirildiginde 9 hastanin diisiik ilag
uyuncu, 8 hastada orta diizeyde ila¢ uyuncu, 2
hastada da yiiksek ila¢ uyuncu saptanmustir.
Morisky ila¢ skalast1 puan ortalamasi ise
5.52'dir.  Yiiksekogrenim mezunu hastalar
degerlendirildiginde 6 hastada diisiik ilag
uyuncu, 6 hastada orta diizeyde ila¢ uyuncu, 2
hastada ise yliksek ilag uyuncu saptanmistir.
Morisky ila¢ skalasi puan ortalamasi ise
5.6'drr. [kogretim,
yiikksekOgrenim almig hastalarin  Morisky
puanlari kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak

ortadgretim ve

anlaml bir farklilik saptanmamustir.
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Sekil 2. Egitim durumlarma gore ilag
uyunglarimin karsilagtirilmast

Beta-bloker kullammimin ila¢ uyuncu
iizerine etkisi

Beta-bloker kullaniminin biligsel
fonksiyonlarda azalmaya yol agip, unutkanlik
yapabilecegini  gdsteren bazi  galismalar
mevcuttur (Rogers ve ark., 1990; Gliebus ve
ark., 2007). Unutkanlik sebebiyle de ilag
aliminin bozulmasi ve ilag uyuncunda azalma
olmast muhtemeldir. Calismamizda beta-
bloker kullanan  hastalarla, beta-bloker
kullanmayan hastalarin ila¢ uyuncu agisindan
karsilagtirdik.

Beta-bloker kullanan 19 hasta mevcuttu. 19
hasta degerlendirildiginde, 12 hastada diisiik
ila¢ uyuncu, 4 hastada orta derece ila¢ uyuncu,
3 hastada yiiksek ilag uyuncu mevcuttu.
Morisky skor ortalamalar1 ise 5.31'dir. Beta-
bloker kullanmayan 31 hasta mevcuttu. 31
hasta degerlendirildiginde, 14 hastada diisiik
ilag uyuncu, 15 hastada orta derecede ilag
uyuncu, 2 hastada yiiksek ila¢ uyuncu
saptanmigtir. Morisky skor ortalamalar1 ise
5.64°tiir. Beta-bloker kullanan hastalarda
disik ilag uyuncu yiizde 63 olarak
saptanmistir. Beta-bloker kullanmayan
hastalarda ise diisiik ilag uyuncu yiizde 45
olarak degerlendirilmistir. Bu yiizdelerde
goriillen farka ragmen Morisky ilag uyuncu
puan ortalamalarinda istatistiksel olarak
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anlamli bir fark saptanmamustir.(p=0.415).
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Sekil 3. Beta bloker kullanan ve kullanmayan
hastalarda ila¢ uyunglari

Coklu ila¢ kullanan hastalarda ilac
uyuncunun ve kan basincinin

degerlendirilmesi

Caligmaya katilan hastalardan 12 hasta 1 adet
ilag, 13 hasta 2 adet ilag, 11 hasta 3 adet ilag, 9
hasta 4 adet ilag, 3 hasta 5 adet ilag, 2 hasta ise
6 adet ilag kullanmaktaydi. Bu hastalardan 4 ve
4'ten fazla ila¢ kullananlarla, 4'ten daha az ilag
kullananlar1 ~ ilag  uyunglan agisindan
karsilagtirdik. 4 ve 4'ten fazla ila¢ kullananlar
coklu ila¢ kullanan grup, 4'ten az ila¢ kullanan
grubu da normal sayida ilag kullanan grup
olarak adlandirdik. Coklu ilag kullanan
hastalarimizin sayist 14, normal sayida ilag
kullanan hastalarimizin sayis1 ise 36'ydu.
Literatiire bakildiginda kullanilan ilag sayisinin
artmasiyla birlikte hastalarin ilag uyunglarinin
azaldigim1  gosteren calismalar mevcuttur
(Ulley ve ark., 2019) Bizim ¢aligmamizda
¢oklu ilag kullanan hastalarim 9'u disiik ilag
uyuncu, 5 adet hastada ise orta diizeyde ilag
uyuncu mevcuttu. Normal sayida ilag kullanan
hastalarda ise 16 hastada diisiik ilag uyuncu, 15
hastada orta diizeyde ila¢ uyuncu, 5 hastada ise
yiiksek ilag uyuncu mevcuttu. Coklu ilag
kullanan hastalarin Morisky puan ortalamasi
5.07 iken mnormal sayida ila¢g kullanan
hastalarda ise Morisky puan ortalamasi
5.72'ydi. Bu iki oran karsilastirildiginda
normal sayida ila¢ kullananlardaki ilag uyung
yiiksekligi istatistiksel olarak da anlamlidir
(p=0.015).
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Sekil 4. ila¢ kullanim sayilarma gore ilag
uyunglariin karsilagtirilmast

Coklu ilag kullanan hastalarda ise cep telefonu
aplikasyon kullanimi &ncesinde ve sonrasinda
sistolik ve diastolik kan basinci degerleri ile
Morisky skor ortalamalar1 karsilastirildi.
Aplikasyon kullanim oncesinde sistolik kan
basinci ortalamast 129.3 mmHg iken,
aplikasyon kullanimi sonrasinda ise sistolik
kan basinct ortalamasi 123.6 mmHg olarak
degerlendirilmistir. ~ Sistolik kan  basinct
arasindaki fark istatistiksel olarak distlk
diizeyde anlamlhidir (p=0.045). Diastolik kan
basinci ortalamast ise aplikasyon kullanimi
oncesi 77.5 mmHg iken, aplikasyon kullanimi
sonrasi diastolik kan basinci ortalamalar1 74.8
mmHg olarak degerlendirilmistir. Diastolik
kan basinci arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir. Morisky skorlari
degerlendirildiginde ise aplikasyon kullanimi
oncesinde hastalarin skor ortalamalari 5.07
iken, aplikasyon kullanimi sonrasinda Morisky
skor ortalamalar1 5.85 olarak
degerlendirilmistir. ~ Aplikasyon  kullanim
sonrasinda Morisky skor ortalamasindaki
yiikselis istatistiksel olarak anlamli olarak
degerlendirilmistir (p=0.009).
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Sekil 5. Coklu ila¢ kullanan hastalarda
aplikasyon kullanimi sonrasi kan basinct
degisimleri

Geriatrik hastalarda ila¢ uyuncunun ve kan
basincinin degerlendirilmesi

65 yas ve iizerinde hastalar geriatrik hasta
olarak kabul edilmektedir. Geriatrik hastalarda
fizyolojik olarak ortaya c¢ikan noérolojik
sistemdeki degisiklerin biligsel fonksiyonlar
olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir (Alvis
ve ark., 2015). Bilissel fonksiyonlarda ortaya
¢ikan bu olumsuzlugun, yash hastalarda ilag
uyuncunu azaltigim  gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Pasina ve ark., 2014; Smaje ve ark.,
2018). Bizim g¢alismamiza katilan 50 hastadan,
18 hasta 65 yas ve iizerindeydi. Bu geriatrik
hastalarla, geng¢ hastalarin ilag uyuncunu ve
geriatrik hastalarin cep telefonu aplikasyonu
kullanim1  Oncesinde ve sonrasindaki kan
basinci degerleri ve ilag uyunglari arasindaki
degisimi karsilagtirdik. Geng hasta grubunda,
15 hastada diistik ila¢ uyuncu, 12 hastada orta
diizeyde ilag uyuncu, 5 hastada ise yiiksek ilag
uyuncu mevcuttu. Geriatrik hasta grubunda ise
10 hastada diislik ilag uyuncu, 8 hastada ise
orta diizeyde ila¢ uyuncu mevcuttu. Geng
hastalarm Morisky puan ortalamas: 5.71'di.
Geriatrik hastalarin Morisky puan ortalamasi
ise 5.22'ydi. Bu iki grup arasinda ila¢ uyuncu
acisindan istatistiksel anlamlilik gériillmemistir.
Geriatrik  hastalarin  aplikasyon  kullanim
sonrast Morisky puan ortalamast 6.11
olmustur.  Aplikasyon kullanimi  sonrasi

Morisky puan ortalamasindaki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.006).

Geriatrik  hastalarin  aplikasyon  kullanimi
oncesi sistolik kan basmeci ortalamas1 136.9
mmHg iken, aplikasyon kullanimi sonrasi bu
ortalama 133.3 mmHg olarak saptanmistir.
Sistolik kan basincindaki bu diisiis istatistiksel
olarak  anlamlidir  (p=0.016).  Geriatrik
hastalarm  aplikasyon  kullamim  &ncesi
diastolik tansiyon ortalamalar1 80.9 mmHg
iken, aplikasyon kullanim1 sonrasi bu ortalama
78.8 mmHg olarak saptanmigtir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir
(p=0.178).
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Sekil 6. Yaghh hasta grubunda aplikasyon
kullanimi sonrasi kan basinci degisimleri

Hastalarin cep telefonu aplikasyonu
kullamimuiyla ilgili
degerlendirilmesi

diisiincelerinin

Cep telefonu aplikasyonu yiikleyen hastalara,
aplikasyon kullanim sonrasinda bu
aplikasyonu ¢alismadan sonra kullanmaya
devam edip etmeyecekleri ve bu aplikasyonun
ilag alimlarin1 hatirlatma konusunda faydasi
soruldu. Ayrica yine bu aplikasyon sayesinde
mevcut hastalik yonetime bir katki sunma
durumu da sorgulandi. Calismaya katilan 50
hastadan 33 hasta aplikasyonun ilag¢ alimlarin
kolaylastirdigin1i  ve ¢alismadan sonra ilag
hatirlatma  ve  hastaliklarinin =~ yOnetimi
hususunda aplikasyon kullanimina devam
edeceklerini bildirdiler.
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Hastalara cep telefonu aplikasyon kullaniminin
hipertansiyon hastalig1r yonetimine katkis1 da
sorgulandi. Bu hususta hem ila¢ aliminin
hatirlatarak kolaylastirmast hem de
aplikasyonun kan basinei kayit imkani sunarak
hastalarin giinliik kan basmeci dalgalanmalarini
kaydederek, hastalik konusundaki farkindalik
durumu degerlendirildi. Calismaya katilan 50
hastadan 26 hasta, cep telefonu aplikasyonu
kullaniminin hipertansiyon hastalig1
yonetimini kolaylagtirdigini belirttiler.

TARTISMA VE SONUC

Hipertansif hastalarda, kan basincinin diizenli
takibi ve kontrol altinda tutulmasinin morbidite
ve mortalite oranlarini ciddi oranda diistirdigi
literatiirde gosterilmistir. Hipertansif hastalarda
en énemli problemlerden biri de hastalarin ilag
uyunglarindaki  diisiikliiktiir.  Gelisen cep
telefonu  teknolojilerinin  getirdigi  saglk
aplikasyonlarinin kullaniminin kronik
hastaliklarda ve o6zellikle hipertansiyonda
faydali olabilecegi yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda da cep
telefonu aplikasyonu kullanimi sonrasinda ilag
uyuncunun arttigi ve kan basincinin daha iyi
kontrol altina alindigi goriilmiistiir. Ozellikle
akilli telefon kullanan geriatrik yas grubu
hastalarda ve ¢oklu ila¢ kullanan hastalarda
ilag takibini ve hastalarin kendi verilerini
girebilecekleri bir cep telefonu saglik
aplikasyonu kullaniminin  hastaya avantaj
saglayacagini diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda
daha ayrintili 6zelliklere sahip uzaktan takip
sistemlerinin gelistirilerek kullanima
girmesinin hastalarin konforunu artiracagini
ongérmekteyiz.

Calismamizda  kullanilan  Medisafe  cep
telefonu aplikasyonu hastalarin ilag alim
saatlerini hatirlatmakta ve hastalarin belli kan
degerlerini ve kan basmer degerlerini
kaydedip, gerekirse bu degerleri hastanin
hekimine e-posta ve kisa mesaj olarak
gondermesine olanak saglamaktadir. Ayrica
daha kapsamli bir geri-bildirim fonksiyonuna

sahip bir uzaktan takip sisteminin kullaniminin
kronik hastaliklarin kontroliinde daha iyi bir
diizelme saglayacagini diisiinmekteyiz.

KAYNAKLAR

Alvis BD, Hughes CG. Physiology
Considerations in Geriatric Patients.
Anesthesiol Clin. 2015;33(3):447-456.

Chow CK et al. PURE Study Investigators.
Prevalence, awareness, treatment, and control
of hypertension in rural and urban
communities in high-, middle-, and low-
income countries. JAMA 2013; 310:959-968.

Collins R, MacMahon S. Blood pressure,
antihypertensive drug treatment and the risks
of stroke and coronary artery disease. British
Medical Bulletin,1994,50:272-298.

Collins Ret al. Blood pressure, stroke and
coronary heart diseases. Part II: Effects of
short-term reduction in blood pressure- An
overview of the uncounfounded randomised
drug trials in an epidemiological context.
Lancet,1990,335:827-838.

Gliebus G, Lippa CF: The influence of
betablockers on delayed memory function in

people with cognitive impairment. Am
JAlzheimers Dis Other Demen 2007;22:57-61

Morisky DE, Ang A, Krousel-Wood M,Ward
HJ. Predictive validity of a medication
adherence measure in an outpatient setting. J
Clin Hypertens(Greenwich). 2008;10(5):348-
354.

NCD Risk Factor Collaboration. Worldwide
trends in blood pressure from 1975 to 2015: a
pooled analysis of 1479 population-based
measurement studies with 19.1 million
participants. Lancet 2017; 389:37-55.

Peterson JC et al. For the Modification of Diet
in Renal Disease Study Group. Blood pressure
control, proteinuria, and the progression of

renal diseases. Annals of Internal Medicine,
1995,123:754-762.

44



Rogers TK, Bowman CE: Cognitive
impairment associated with beta-blockade in
the elderly. Postgrad Med J 1990;66:1050—
1052.

Smaje A, Weston-Clark M, Raj R, Orlu M,
Davis D, Rawle M. Factors associated with
medication adherence in older patients: A
systematic review. Aging Med (Milton).
2018;1(3):254-266.

Ulley J, Harrop D, Ali A, Alton S, Fowler
Davis S. Deprescribing interventions and their
impact on medication adherence in
community-dwelling  older adults  with

polypharmacy: a systematic review. BMC
Geriatr. 2019;19(1):15.

Williams B, Mancia G, Spiering W, et al.; ESC
Scientific Document Group. 2018 ESC/ESH
Guidelines for the management of arterial
hypertension. Eur Heart J. 2018 Sep
1;39(33):3021-3104.

45



OZGECMIS

Adi soyadi: Mert Kagkal

Dogum yeri ve tarihi: istanbul, 1988
Medeni Hali: Bekar

Telefon: 0216 7775500

Cep telefonu: 0555 7821212

E posta: mert.kaskal@marmara.edu.tr

Is adresi: Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Maltepe/istanbul

EGITIM OYKUSU
2002-2006: Besiktas Sakip Sabanci Anadolu
Lisesi

2006-2012: Afyon Kocatepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Tip Doktoru

MESLEKI DENEYiIiM

2013-2014: istanbul Umraniye Egitim ve Ars.
Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi Genel Cerrahi
Asistant

2014-2016: Malatya Arapgir Devlet Hastanesi
Acil Servis Doktoru

2016-2020: Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi T1bbi Farmakoloji Uzman1

2021- Halen: Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tibbi Farmakoloji Uzmani, Ogretim Gorevlisi

TIPTA UZMANLIK TEZI

Hipertansiyon hastalarinda mobil aplikasyon
kullaniminin tedavi basaris1 ve ilag uyuncu
iizerine olan etkisinin  degerlendirilmesi,
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi,
Uzmanlik Tezi, Tez Danigmani: Prof.Dr. Yagiz
Uresin, {stanbul, 2020.

YABANCI DILLER
Ingilizce (B seviyesi )

Almanca (A2 seviyesi)

UYELIKLER

Tiirk Farmakoloji Dernegi Uyeligi

T.C. Saglik Bakanlig1 Fatih Sultan Mehmet
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu Uyeligi

Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan
arastirma makaleleri

1. Fatih Basak, Tolga Canbak, Mert Kaskal,
Onur Zambak, Go6zde Kir, Giirhan Bas.
Synchronous gastrointestinal and
neuroendocrine tumor of the colon: A case
report. Journal of Diseases of the Colon
and Rectum, Jan-Feb-March 2013.

2. Erelel M, Kaskal M, Akbal-Dagistan O,
Issever H, Dagistanli AS, Balkanci H,
Oguz MS, Qarayeva A, Culha M, Erturk
A, Basarir NS, Sahin G, Uresin AY,
Araman AO, Medetalibeyoglu A, Tukek T,
Oncul MO, Yildiz-Pekoz A. Early Effects
of Low Molecular Weight Heparin
Therapy with Soft-Mist Inhaler for
COVID-19-Induced Hypoxemia: A Phase
IIb Trial. Pharmaceutics. 2021 Oct
22;13(11):1768.

Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan

derleme makaleleri

1. Sen S, Kaskal M, Uresin Y. Chrono-
pharmacological effects of
antihypertensive  drugs. Eur Heart J.
2020;41(16):1601.

Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan

arastirma makaleleri ve vaka raporlan

1. Tolan HK', Semiz Oysu A, Basak F, Atak
I, Ozbagriacik M, Ozpek A, Kaskal M,
Ezberci F, Bas G. Percutaneous
cholecystostomy: A curative treatment
modality for elderly and high ASA score
acute cholecystitis patients. Ulus Travma
Acil Cerrahi Derg. 2017 ;23(1):34-38.

2. Karadeniz B. , Kagskal M. A case of
pancreatic enzyme elevation due to use of
statins. Aksaray Universitesi Tip Bilimleri
Dergisi. 2021; 2(3): 25-26.

3. Mert Kaskal. Hypersensitivity reaction
induced with renin-angiotensin

46


mailto:mert.kaskal@marmara.edu.tr
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tolan%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Semiz%20Oysu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ba%C5%9Fak%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atak%20%C4%B0%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atak%20%C4%B0%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96zba%C4%9Fr%C4%B1a%C3%A7%C4%B1k%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96zpek%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaskal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ezberci%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ba%C5%9F%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28261768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=mert+ka%C5%9Fkal
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=mert+ka%C5%9Fkal
https://www.journalmeddbu.com/tur/ozet/191
https://www.journalmeddbu.com/tur/ozet/191

aldosterone system blocker
antihypertensive agents. Demiroglu Bilim
Universitesi Florence Nightingale
Medical Journal. 2020; 6 (1): 015-017.

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan

ve

Bildiri Kitaplarinda (Proceedings)

Basilan Bildiriler

1.

Mert Kaskal, Selcuk Sen, Yagiz Uresin.
Evaluation of the effect of mobile phone
application on treatment success and drug
adherence in hypertensive patients. 6"

International Medicine and  Health
Sciences Congress, Ankara (online),
Turkey, 10-11 April 2021.

Mert Kaskal, Selcan Tulu, Volkan

Aydinlar, Caner Vizdiklar, Omer Atac,
Ahmet Akici. Comparison of prescriptions

written in primary health care centers for
younger and older aged geriatric
hypertensive patients according to beers
criteria. 26th National and 1st International
Pharmacology Congress, Online, Turkey,
4-6 November 2021.

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve
bildiri kitaplarinda basilan bildiriler

1.

Selcan Tilli, Volkan Aydin, Caner
Vizdiklar, Mert Kaskal, Omer Atac,
Ahmet Akict. Geng ve ileri yash
hipertansif hastalara birinci basamak saglik
merkezlerinde yazilmig olan regetelerin
karsilastirilmasi. 20. Ulusal Aile Hekimligi
Kongresi, Dijital Kongre, Tiirkiye, 11-14
Kasim 2021.

47



METAMIZOLUN HEMATOPOIETIK
PROGENITOR HUCRELER
UZERINE ETKILERI:

IN VITRO HEMATOPOEZ
STIMULASYONUNUN
BASKILANMASI

Erkan Maytalman',

Dilara Nemutlu Samur’,

Ozlem Ceren Giinizi’,

ilknur Kozanoglu®

'Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi,

T1p Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
*Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi,

Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali

*Baskent Universitesi,

Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dal1

GIiRiS VE AMAC

Metamizol (dipiron), atesin ve farkli agn
tiirlerinin tedavisinde kullanilan antipiretik ve
analjezik  bir ilagtir  (1).  Metamizoliin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
etkisi esas olarak siklooksijenazlarin inhibisyonu
ile baglantilidir. Non-steroidal antiinflamatuvar
ilag olarak siniflandirilmasina  ragmen,
antiinflamatuvar etkisi azdir (2). Gastrointestinal
yonden iyi bilinen gilivenlik profiline ragmen
spontan advers ilag reaksiyonu raporlari,
metamizol kaynakli kan diskrazilerinin varligina
isaret etmektedir. Bunlar arasinda metamizol
kaynakli ndtropeni ve daha siddetli bir tiirii olan
agraniilositoz bulunmaktadir (1). Ilaca maruz
kalan hastalar igin risk tahminleri 1/2.000 ile
1/1.000.000  arasinda  degismektedir  (3).
Metamizol, etkili bir analjezik olarak halen pek
cok iilkede yaygin olarak kullaniliyor olmasina
ragmen ABD, Fransa ve Avustralya gibi baz
iilkelerde giivenligi, 6zellikle agraniilositoz riski
ile ilgili endiseler nedeniyle onaylanmamis ya da
piyasadan ¢ekilmistir (4). Epidemiyolojik
calismalar, metamizoliin kisa siireli kullanimiyla
iligkili olarak agraniilositoz riskinin disiik
oldugunu gostermektedir, ancak daha uzun siireli
kullanimla iligkili riskler halen tartigmalidir (5,
6). Ek olarak genis capli degerlendirme
caligmalarinda agraniilositoz ve aplastik anemi
olgu oranlarinin abartili oldugu ilacin sanilandan
daha giivenli oldugu bildirilmektedir (7). Benzer
bakis acistyla bagka bir derleme ilacin yan
tesirleri i¢in yapilan olumsuz bildirimlerin biraz
onyargili oldugunu, ¢alismalarin ¢ogunun kii¢iik
ornek sayilar1 igerdigini, gergekte insidansin gok
yiiksek olmadigini ve hastalarin ilag 6ncesi klinik

ozelliklerine gore degerlendirilmesi gerektigini
bildirmektedir (8). Giicli analjezik etkisi
nedeniyle siklikla kullanilan  metamizoliin
hematopoetik sistem {izerindeki istenmeyen
etkileri genellikle olgu incelemelerine
dayanmaktadir. Bu sistem iizerine etki
mekanizmalarini aragtiran deneysel c¢aligmalar
bulunmamaktadir.

Insan hematopoietik kdk/progenitér hiicreleri
genellikle kemik iliginden, kordon kanindan veya
periferik kandan elde edilir ve hematopoezi
incelemek i¢in siklikla kullanilir. Hematopoietik
progenitorlerin  proliferasyon ve farklilasma
modelini incelemek ic¢in yar1 kati bir ortamda
koloni olusturma yeteneklerini degerlendiren
koloni olusturan birim (CFU) yontemi kullanilir.
Bu in vitro yontemde, kok hiicre {iriiniinden elde
edilen hiicreler, belirli bir konsantrasyonda
olacak sekilde siispanse edilerek biiyiime
faktorleri barmdiran yar1 kati ortamda kiiltiire
edilir (9).

Bu calismada, metamizoliin hematopoietik kok
hiicreler tizerine etkilerini incelemek i¢in saglikli
allojenik kok hiicre nakli dondrlerinden elde
edilen periferik kan kok hiicre triinleri kullanildi.
Bu dirlinlerden hematopoietik kok/progenitor
hiicrelerin de iginde bulundugu mononiikleer
hiicreler (MNH) elde edildi. CFU yontemi
kullanilarak hematopoezde terminal hiicrelerin
onciillerine kadar olan basamaklar in vitro olarak
taklit edildi. Calismamizda, kok hiicre yoniinden
zengin  nakil Uriinlerinden elde  edilmis
MNH’lerin proliferasyonuna ve koloni olusturma
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kapasitesi iizerine metamizoliin etkilerinin ilk
defa in vitro bir yoOntemle deneysel olarak
gosterilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Hematopoietik kok hiicre drneklerinin elde
edilmesi

Calismamiz ~ Alanya  Alaaddin  Keykubat
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 13/04/2018 tarith ve 2018/1 karar
numarasi ile onaylanmistir.  Calismamiz iki
merkezin katilimi ile tasarlanmig olup gerekli kok
hiicre drnekleri Baskent Universitesi Adana Dr.
Turgut Noyan Uygulama ve Arastirma Merkezi,
Adana Erigskin Kemik Iligi Nakli ve Hiicresel
Tedavi Merkezi’'ne bagvuran saglikli allojenik
kok hiicre dondrlerinin periferik kan kok hiicre
tiriinlerinden elde edildi. Uriinlerin nakil &ncesi
analizlerinin yapilmast igin alinan Orneklerin
tibbi atik olarak kalan kismi ¢alisma igin
kullanildi.  Calisma  amaciyla  materyalin
kullanilmasi i¢in dondrlerin  onami  alindu.
Calismanin  laboratuvar  deneyleri  Alanya
Alaaddin Keykubat Universitesi Tip Fakiiltesi
laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Mono niikleer hiicre izolasyonu

Kiiltiir  islemlerinde kullanilacak MNH’ler
santrifiij gradient yontemiyle elde edildi. Kok
hiicre iirlinlerinden bu hiicrelerin izolasyonu igin
Histopaql1077 (Sigma, Ingiltere) soliisyonu
kullanildi. islem icin 15 ml falkon tiip icerisine 3
ml histopaq eklendi. Bunun iizerine daha once
baska bir tiip igerisine fosfat tamponu (PBS) ile 6
ml’ye sulandirilan kok hiicre {iriinii eklendi. Tiip
400 g hizda 30 dakika santrifiij (Thermo
Scientific, SL 40R, Almanya) edildi. Santrifiij
sonunda tiip igerisinde histopaq ve plazma
arasinda biriken MNH’ler kabin igerisinde steril
pastor pipeti ile toplanarak yeni bir tiipe eklendi
ve yikanmasi i¢in lizerlerine PBS aktarilarak 400
g hizda 5 dakika santrifiij edildi. Islem sonunda
siipernatan atilarak taze Iscove's Modified
Dulbecco's Medium (IMDM)  (StemCell
Technologies, Kanada) ile hiicre soliisyonu
hazirlandi ve hiicre sayim cihazi (Bio-Rad, TC20,
Singapur) kullanilarak bu hiicrelerin  sayisi
mililitrede 1 milyon hiicre olacak sekilde
ayarlandi.

MTT testi

Bu test metamizolin  (Sigma, ABD)
hematopoietik hiicrelere sitotoksik/proliferatif

etkilerinin degerlendirilmesi i¢in tasarlandi. Bu
analiz i¢in 12 kok hiicre iiriin 6rneginden elde
edilen MNH’ler ile metamizole maruz
birakilmayan kontrol ve ilacin 1, 10 ve 100 uM
konsantrasyonunu  iceren  kiiltiir = gruplan
olusturuldu. Hiicreler proliferasyonlarina uygun
olan, igerisinde fitohemaglutinin, fetal sigir
serumu (FBS) ve antibiyotik iceren RPMI-1640
besiyeri ile 96 kuyulu plaklarda her bir kuyuda
10* hiicre olacak sekilde kiiltiire edildi. Kiiltiir
icin plaklar %5 CO,, 37 °C sicaklik ve %95
nemli ortam saglayan inkiibatér (Thermo
Scientific, Cycle 1160, Almanya) igerisinde
inkiibasyona birakildi.  Kiiltiiriin 48. saatinde
lizerlerine MTT soliisyonu eklenerek 4 saat
inkiibasyona birakildi.  Siire sonunda olusan
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in dimetil
siilfoksid kullanildi. Plak, ¢ok modlu plak
okuyucu (BioTek Synergy H1, Amerika Birlesik
Devletleri) ile 570 nm 1s1k dalga boyunda, 630
nm 151k dalga boyu referans kullanilarak
okutuldu. Elde edilen absorbans degerleri
kapasitenin Sl¢lilmesi amaciyla % proliferasyon
degerlerine gevrilerek analiz edildi.

Hiicre Kiiltiirii — CFU Yontemi

Santrifiij gradient yontemiyle 20 adet periferik
kan kok hiicre iirin Orneginden elde edilen
MNH’ler koloni formasyonunda karisik koloni
(Colony  forming  unit-mix  CFU-MIX)
iiretimlerinin yapilmasi amaciyla sitokin igeren
besi yeri igerisinde kiiltiire edildi. Bu amagla
icerisinde gerekli sitokin ve bilylime faktdrlerini
iceren MethoCult4034 (StemCell Technologies,
Kanada) hazir besi yeri kullanildi. Bu besiyeri ile
her bir 6rnekten olusturulan kontrol, 1, 10 ve 100
uM konsantrasyon gruplari i¢in 2’ser petriden
olusan kiiltlir ayrica ikinci defa tekrar edildi.
Kiltiiriin = 14-16 giiniinde gruplarda invert
mikroskop (Zeis, Axio Vert.Al, Almanya)
yardimiyla olusan koloniler degerlendirilerek
sayimlart ve morfolojik analizleri yapildi.
Morfolojilerine gore koloniler, koloni olusturan
birim — eritroid ve patlama olusturan birim -
eritroid (Colony forming unit-erithroid - CFU-E
ve Burst forming unit-erithtoid — BFU-E), koloni
olusturan birim - graniilosit-makrofaj (Colony
forming unit-granulocyte-macrophage - CFU-
GM), koloni olusturan birim - graniilosit-
makrofaj-megakaryosit (Colony forming unit-
granulocyte-macrophage-megacaryocyte - CFU-
GEMM) olarak gruplandirildi (10).
Degerlendirme amaciyla kontrol grubuna ait
koloni sayimlar1 %100 kapasiteye eslestirilerek

49



diger gruplarin genel ve bireysel koloni
olusturma kapasiteleri buna gore hesaplandi.

Immiinofloresan antikor ile isaretleme

Gruplara ait kiiltiir  6rneklerinden  koloni
degerlendirmeleri sonrasinda elde edilen hiicreler
lam iizerine dar bir alana yayilarak preparatlar
hazirlandi.  Hematopoietik  hiicrelere  6zgii
antikorlar  kullanmilarak  prepratlarda  yayili
hiicreler immiinohistokimyasal olarak isaretlendi
ve floresan invert mikroskop ile incelendi. Bu
amagla monosit/makrofaj progenitorleri anti
human CDI14-FITC ve CD68-FITC,
megakaryosit progenitorler anti human CDG61-
FITC, graniilosit progenitérler anti human
CD66b-FITC ve hematopoietik kok hiicreler igin
anti human CD34-FITC antikorlari
(Miltenyibiotec, Almanya) kullanildi. Hiicrelerin
mikroskopta saglikli bir sekilde saptanmasi igin
DAPI (Sigma, ABD) boyasi kullanilarak
hiicrelerin ¢ekirdekleri de isaretlendi. Bu ¢alisma
monosit/makrofaj,  graniilosit, = megakaryosit
onciillerinin olusumlarmin ve kok hiicrelerin
artan konsantrasyonlarda metamizolden ne
derecede etkilendigi tespit etmek amaciyla
tasarlandi. Sonuglar i¢in mikroskobik incelemede
pozitif hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina
orani hesaplandi.

istatistiksel analiz

MTT analizleri ve CFU ydntemi sonucunda
gruplarda tiim orneklerden elde edilen verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro
Wilk testi ile analiz edildi. Normal dagilim

gosteren veriler gruplar arasi farklarin saptanmasi
icin One-way ANOVA ve ardindan post-hoc
Bonferroni testi ile analiz edildi. Orneklerin
bireysel olarak her bir konsantrasyonda ayr1 ayri
analizleri ise normal dagilim gdstermediginden
non parametrik olarak Kruskal-Wallis ile analiz
edildi. Analizler igin GraphPad Prism versiyon
9.0.0 programi kullanildi

BULGULAR
MTT sonuclari

Caligmaya alinan 20 Ornegin 12 tanesi ile
olusturulan kontrol - 1 - 10 - 100 pM gruplari
arasinda anlamh farklar elde edildi. MTT analizi
sonrasinda elde edilen bulgular metamizoliin
artan konsantrasyonda genel olarak bu hiicrelerin
proliferasyonuna olumsuz etkileri oldugunu
gostermektedir (Sekil 1A). Bununla beraber her
bir konsantrasyon grubunda yer alan Ornekler
kendi icinde  degerlendirildiginde ilacin
proliferasyona etkisinin bireysel degisiklik
gosterdigi tespit edildi. Calismamizda
proliferasyona etkinin bireysel
degerlendirilmesinde 1 uM ve 10 uM gruplarinda
en yiikksek sonu¢ 6 numarali ornekte (sirasiyla
121,8+0,22 / 11940,95), en diisiik sonug¢ 12
numarali  Ornekte (swrasiyla 57,93+0,36 /
41,64+0,12) elde edildi (Sekil 1B, C). Yiiksek
konsantrasyon olarak ¢aligilan 100 uM grubunda
da 6 numarali ornek (82,87+1,1) en yiiksek
proliferasyon kapasitesini gosterirken en diisiik
sonug¢ 17 numarali 6rnekte (17,05+0,29) saptandi
(Sekil 1D).
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Sekil 1. Metamizoliin proliferatif / sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
MTT testinin sonuglart. A: Kontrol (100£0,22) ve konsantrasyon gruplart (1 uM:
85,742,95 / 10 uM: 74,6+3,02 / 100 puM: 51,02+2,7) arasinda prolifersyona etkiyi
gostermektedir. Tiim gruplar arasinda artan konsantrasyonda proliferasyonda anlamli
azalma saptandi. B: 1 uM, C: 10 uM ve D: 100 pM konsantrasyonlarda analiz edilen
ornekler arasinda metamizoliin proiferasyona etkisinde anlamli bireysel farklar
gostermektedir.  Veriler Ort=SEM olarak verilmistir.  *(p<0.05), **(p<0,01),

*#¥(p<0,001),
CFU koloni degerlendirme sonuclar:

Kiiltiir siiresinin sonunda iiretilen toplam koloni
sayist mikroskobik olarak sayildi ve morfolojik

*E*%(p<0,0001
ozelliklerine gore CFU-E, BFU-E, CFU-GM,
CFU-GEMM kolonileri olarak smiflandirildi.
Kolonilerin morfolojik goriiniimleri Sekil 2’de
verilmistir.
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Sekil 2. Koloni formasyonu olusturan birim yonteminde kiiltiir kabinda olusan kolonilerin
mikroskobik goriiniimii. A ve B: Patlama olusturan birim - eritroid (burst-forming unit-erythroid —
BFU-E). C ve E : Koloni olusturan birim — eritroid (colony-forming unit-erythroid - CFU-E). F ve
G: Koloni olusturan birim — graniilosit — makrofaj (colony-forming unit- granulocyte—macrophage




- CFU-GM). H ve I: Koloni olusturan birim — graniilosit — eritroid — makrofaj - megakaryosit
(colony-forming unit- granulocyte, erythroid, macrophage, megakaryocyte - CFU-GEMM).

Eritroid koloniler (CFU-E+BFU-E)

Ornekler toplam eritroid kolonileri (CFU-
E+BFU-E) iizerinden degerlendirildi. Koloni
olusturma kapasitesi yoniinden Ornekler birlikte
degerlendirildiginde = kontrol ve 1 uM
konsantrasyon grubu karsilagtirmas1 haricinde
tim konsantrasyon gruplari arasinda anlamlt
farklar bulundu (Sekil 3A). Bireysel analizlerde 1
uM konsantrasyonunda sadece 3 (%106,5+3,72)
ve 17 numarali (%75,69+1,84) 6rnekler arasinda
anlamli fark goriildi (Sekil 3B). MTT testinde
oldugu gibi her bir konsantrasyon grubunda
calisilan orneklerin analizinde ise 6zellikle 10 ve
100 pM konsantrasyon gruplarinda bireysel
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farkliliklarin artis gosterdigi saptandi. Caligmanin
ara konsantrasyonu olan 10 pM’da en yiiksek
koloni kapasitesi 1 numarali (%99,31+1,27), en
diisiik ise 4 numarali Ornekte (%62+2,67)
saptandi (Sekil 3C). Yiiksek konsantrasyon olan
100 pM’da koloni sayilar1 genel olarak azalirken
en yiksek kapasite 21 numarali Ornekte
(%86,9£122), en diisiikk ise 5 numarali Grnekte
(%17,27+£2,12) tespit edildi (Sekil 3D). Bu
sonucglar artan konsantrasyonda eritroid koloni
formasyonu {izerine metamizoliin negatif etkisi
oldugunu gostermektedir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonda bireysel sonucglar arasinda
farklar da artmaktadir.
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Sekil 3. Koloni olusturan birim yontemi ile yapilan kiiltiir 6rneklerinde metamizoliin,
hiicrelerin eritroid koloni (CFU-E ve BFU-E) olusturma kapasitesi iizerine etkileri. A:
Kontrol ve konsantrasyon gruplart arasinda koloni olusturma kapasitesi lizerine etki
goriilmektedir. Artan konsantrasyonda gruplar arasinda anlamli azalma (Kontrol:
%100£0,84 / 1 uM: %100,7+0,76 / 10 uM: %85,7+1,62 / 100 uM: %53,58+3,46). B: 1
uM, C: 10 uM ve D: 100 uM konsantrasyonlarda analiz edilen Ornekler arasinda
metamizoliin eritroid koloni olusturma kapasitesi iizerine etkisinde bireysel farklar

gostermektedir. Artan konsantrasyonda

metamizol etkisinde eritroid koloni

olusumunda artan davranig farklar1 gériilmektedir. Veriler Ort£SEM olarak verilmistir.
*(p<0.05), **(p<0,01), ***(p<0,001), ****(p<0,0001)
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Graniilosit-makrofaj kolonileri (CFU-GM)

CFU-GM  saymlarinin  analizinde 1 upuM
konsantrasyondan baglamak iizere kontrole gore
tim gruplarda ve konsantrasyon gruplarinin
aralarinda koloni olusturma kapasitelerinde
anlamli azalmalar oldugu saptandi (Sekil 4A).
Yine her konsantrasyon grubunun kendi
icerisinde bireysel analizlerinde de koloni
formasyonunda davranis degisikliklerinin arttigi
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tespit edildi. Bireysel sonuglara gore en yiiksek /
en disiik kolonizasyon kapasite degerleri
strastyla 1 uM igin 2 / 9 numarali (%114+1,95 /
%52,854+4,02), 10 uM igin 2 / 13 numarah
(%96,29+5,7 / %33,75+2,4) ve 100 uM i¢in 19 /
4  numarali (%73,58+1,52 / %:5,88+1,17)
orneklerde saptandi. Artan konsantrasyonda
koloni formasyonu {izerine etkilerde bireysel
farkliliklarin arttig1 goriildii (Sekil 4B, C, D).

= 150 B

n
*
*

* %

-

N

o
1

©
o
1

w
o
1

% Kolonizasyon - CFU-GM 1
o
=]
1

o
1

TTT T 1 T T T 1
NYD X B 0A D00 TN RO

Ornek No
2 1504 D
o * *
2 r . 1l 1
= 120+ [ I\ x 1 |
Q Py *:* 1
2 T % 1
i
3 90 x
c
§ 60
2]
8
s 30+
[]
S
° 0-
=

NUO R BB A D O0N D00 DD

Ornek No

Sekil 4. Koloni olusturan birim yontemi ile yapilan kiiltiir 6rneklerinde metamizoliin,
hiicrelerin graniilosit — makrofaj kolonileri (CFU-GM) olusturma kapasitesi tizerine etkileri.
A: Kontrol (%100+0,88) ve konsantrasyon gruplart (1 pM: %92,44+1,77 / 10 pM:
%72,73£1,83 / 100 uM: %41,64+2,16) arasinda koloni olusturma kapasitesi iizerine etki
goriilmektedir. Artan konsantrasyonda gruplar arasinda anlamli azalma goriilmektedir. B: 1
pM, C: 10 uM ve D: 100 pM konsantrasyonlarda analiz edilen Ornekler arasinda
metamizolin CFU-GM olusturma kapasitesi iizerine etkisinde anlamli bireysel farklar
gostermektedir. Artan konsantrasyonda metamizol etkisinde CFU-GM olusumunda artan
davranis farklar1 goriilmektedir. Veriler Ort=SEM olarak verilmistir. *(p<0.05), **(p<0,01),

8% (p<0,001), ****(p<0,0001)
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Graniilosit-eritroid — makrofaj - megakaryosit
kolonileri (CFU-GEMM)

CFU-GEMM analizlerinde konsantrasyonlarin
genel degerlendirilmesinde CFU-GM ile benzer
sekilde tim gruplar arasinda fark saptandi (Sekil
5A). Her bir konsantrasyonun igin bireysel olarak
degerlendirilen orneklerin bu koloni
formasyonunda da farklilik gosterdigi tespit
edildi. CFU-GEMM i¢in en yiiksek / en diisiik
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kolonizasyon kapasite degerleri sirasiyla 1 pM
icin 2 / 13 numarali (%109+6,6 / %36,36+14,85),
10 puM i¢in 17 / 13 numarali (%92+8,33 /
%9,09+9,09) orneklerde goriildii (Sekil 5B, C).
Calismamizda 100 uM igin 19 numarali 6rnekte
(%57,58+2,54) en yiiksek sonuc elde edilirken
5,8,12,13 ve 18 numarali Orneklerde CFU-
GEMM koloni formasyonu gergeklesmedi (Sekil
SD).
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Sekil 5. Koloni olustruran birim ydntemi ile yapilan kiiltiir 6rneklerinde metamizoliin,
hiicrelerin graniilosit — eritroid - makrofaj — megakaryosit kolonileri (CFU-GEMM)
olusturma kapasitesi tizerine etkileri. A: Kontrol (%100+1,83 ve konsantrasyon gruplari (1
uM: %87,08+0,89 / 10 uM: %57,67+3,06 / 100 uM: %22,73+£2,25) arasinda koloni
olusturma kapasitesi iizerine etki goriilmektedir. Artan konsantrasyonda gruplar arasinda
anlamli azalma goriilmektedir. B: 1 uM, C: 10 uM ve D: 100 uM konsantrasyonlarda
analiz edilen O6rnekler arasinda metamizoliin CFU-GEMM olusturma kapasitesi iizerine
etkisinde anlamli bireysel farklar1 gostermektedir. Artan konsantrasyonda metamizol
etkisinde CFU-GM olusumunda artan davramis farklar1 goriilmektedir. Veriler Ort+SEM
olarak verilmistir. *(p<0.05), **(p<0,01), ***(p<0,001), ****(p<0,0001)
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Sonuglarimiza gore ilacin artan konsantrasyonda
proliferasyona olumsuz etkisi ve koloni
olusumunu kisitlamasi ¢alismanin 6nemli bir
bulgusudur. Genellikle koloni formasyonlari
artan konsantrasyonda mikroskobik olarak da

azalma gostermistir (Sekil 6). Bununla birlikte
Ozellikle her bir konsantrasyonda Orneklerin
koloni formasyonunun bireysel olarak gosterdigi
davraniglarin  oldukg¢a degisken oldugunun
saptanmasi ¢alismanin diger dnemli bulgusudur.

Sekil 6. Metamizoliin koloni formasyonuna artan konsantrasyonda etkileri. A: kontrol, B: 1 pM,
C: 10 uM ve D: 100 uM. Artan konsantrasyonda koloni formasyonlarinda azalma goriilmektedir.
Resimler 12 numarali 6rnekten elde edilmistir.

Immiinohistokimyasal
sonuclari

degerlendirme

Kiiltiirlerin 14-16. giiniinde elde edilen hiicreler
monosit — makrofaj progenitdrleri oranlarinin
saptanmasi i¢in anti human CDI14-FITC ve
CD68-FITC, megakaryosit progenitorler igin
CD61-FITC, graniilosit progenitorler igin
CD66b-FITC ve hematopoietik kdk hiicre igin
CD34-FITC ile isaretlendi. Ayrica hiicre
cekirdeklerinin  isaretlenmesi  icin  DAPI

kullanildt ~ (Sekil 7).  Monosit-makrofaj,
megakaryosit progenitdrleri ve kok hiicre
acisindan artan  konsantrasyonlarda  koloni
sayilar1 azalmasina ragmen floresan isaretleme ile
elde edilen sonuglarda anlamli bir fark tespit
edilmedi. Toplam hiicre sayist azalmis olsa da bu
hiicre oranlarmin korundugu goriildi. Bunun
aksine graniilosit progenitorlerde ozellikle 100
uM konsantrasyonda anlamli azalma saptandi
(Sekil 8).
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Sekil 7. Kiiltiirlerden elde edilen hiicrelerin immiinofenotip goriintiileri. Kiiltiirlerden elde edilen
hiicreler monosit — makrofaj progenitorleri oranlarinin saptanmasi i¢in anti human CD14-FITC
(A) ve CD68-FITC (B), graniilosit progenitdrler igin CD66b-FITC (C ve D), megakaryosit
progenitorler i¢cin CD61-FITC (E) ve hematopoietik kok hiicre i¢in CD34-FITC (F) ile igaretlendi.
(Yesil boyanmalar pozitif, mavi boyanmalar DAPI)
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Sekil 8. Kiiltlirlerden elde edilen hiicrelerin A ve B: monosit — makrofaj (CD14-FITC
ve CDG68-FITC), C: megakaryosit (CD61-FITC), D: graniilosit (CD66b-FITC)
progenitorlerinin ve E: hematopoietik kdk hiicrelerin (CD34-FITC) oranlart. Artan
konsantrasyonda koloni olusturma Kkapasitelerinde azalma saptansa da hiicre
gruplarinin  oransal dagiliminda sadece graniilosit progenitdrlerde kontrol
(%21,224£0,75) ve 1 puM (%21£0,68) konsantrasyon grubuna gore 100 pM
(%14,94+0,41) konsantrasyon grubunda anlamli azalma goriildii. Veriler Ort=SEM
olarak verilmistir. **(p<0,01).
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TARTISMA VE SONUC

Metamizoliin hematopoez iizerine yan tesirleri ile
ilgili genellikle olgu sunumlar1 bulunmaktadir.
Baz1 arastiricilar da  geriye doniik  veriler
iizerinden ve bu olgu sunumlarinin derlemelerini
yaparak yan tesir oranini saptamaya c¢alismistir.
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 12 ay boyunca
hastaneye basvuran ve metamizol kullanilan
cocuklar  degerlendirilmis ve 13  ¢ocukta
graniilositopeni ve agraniilositoz gelistigi tespit
edilmistir. Calismanin sonuglarina gére hastaneye
basvuran pediatrik hastalarda metamizole bagh
agraniilositoz insidansi 1/10.000 olarak bildirilmig
ve klinisyenlerin ilaci ilk segenek olarak tercih
etmemeleri gerektigi Onerilmistir (11). Antalya'da
metamizoliin yan tesir gosterdigi iki olgudan
birinde agronulositoz tespit edilmis bu hasta
tedavi edilerek 14. giinde normal kan sayim
degerleri ile taburcu edilmistir (12).

Isvigre’den bildirilen bir ¢alisma metamizol
iligkili 16kopenisi olan 57 hasta ile yapilmis ve
hastalar ilac1 kullanmaya baglamadan 6nceki sahip
olduklar klinik 6zelliklere gore siniflandirilmis ve
karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore alerji
ve hepatit C'nin metamizol iligkili 16kopeni igin
risk faktorii oldugu bildirilmistir (13).

Ispanya, Barselona'da 1980-2004 arasinda 17
hematoloji  laboratuvarlarinda  tespit edilen
agraniilositoz ~ olgular1  degerlendirilmis  ve
metamizole  bagli  agraniilositoz  insidansi
milyonda 0,56 olarak tespit edilmistir. Caligsmada
agraniilositoz gelisen hastalar digerlerinden daha
uzun siire metamizol kullanmistir. Bununla
birlikte arastiricilar insidansin diigiik oldugunu
fakat ilacin  agraniilositoz riski  tagidigini
bildirmistir (14).

Almanya’da 51 hastanenin katildigi c¢alismada
metamizol kullanan agraniilositoz olgulu 88
hastanin 26'sinin ilaca bagh agraniilositoz oldugu
tespit edilmistir. Calismada insidans milyonda
0,96 olarak belirlenmistir. ilacin yan tesiri
nedeniyle recetesiz satilmamast ve hastalarin bu
konuda bilgilendirilmesinin 6nemli oldugu ve
artan kullanimlarin dikkate alinmasi gerektigi
bildirilmistir (15).

Metamizol kaynakli agraniilositozun altinda yatan
mekanizmalar tam olarak aydmlatilamamistir.
Mevcut veriler, kemik iligindeki progenitor
hiicrelere yonelik dogrudan toksisitenin (16) yani
sitra  immiinolojik  bir  siire¢  oldugunu
gostermektedir (17). Garcia-Martinez ve ark.
metamizol ve aktif metaboliti 4-

metilaminoantipirinin in Vivo
konsantrasyonlarinin  graniilositik farklilasmay1
etkilemedigini ve terminal olarak farklilagmis
graniilositlerin ilgili apoptozunu indiiklemedigini
gostermistir. Dolayisiyla metamizoliin neden
oldugu agraniilositoz mekanizmasinin
immiinoalerjik  kaynakli  oldugu  sonucuna
varmiglardir (3). Ayrica genetik faktorlerin de
etkili olabilecegi diistiniilmektedir (6).

Metamizoliin yan tesir gosterdigi hastalarin kemik

iligi  biyopsilerinin  incelemeleri  graniilosit
olgunlagmasimin  promiyelosit ve miyelosit
asamasinda  durdugunu  gostermistir  (18),

dolayisiyla metamizoliin graniilositler iizerindeki
etkisinin periferik dolasimda degil kemik iliginde
meydana geldigi diisiiniilmektedir (19).

Hiicrelerin  kiiltiir ~ ortaminda  kolonilesme
yetenegine dayali koloni olusturan birim (CFU-
Colony-forming unit) yontemi, kemik iligi
naklinin  baglamasindan sonra  hematopoez
mekanizmalarinin saptanmasi amaciyla
kullantlmigtir. Kemik iligi naklinin artmasi ile
allojenik ve otolog nakil amaglhi kullanilacak
tirlinlerin  kalitesinin tespiti i¢in de kullanilmis
fakat akim sitometrinin kullanima girmesiyle bu
alandaki Onemini yitirmistir. Bununla beraber
ozellikle akredite nakil merkezlerinde kok hiicre
toplama isleminin kalifikasyonu ve
validasyonunda halihazirda kullanilmaktadir (20).
Bu kiiltiir teknigi kanda trombosit ve eritrosit
sayilarinda meydana gelen degisikliklerin ve
ayrica hematopoietik  malignensilerin  ayrici
tanisia katki saglamak i¢in de kullanilmaktadir
(21,22). Uygun bir model teskil etmesine ragmen
bu kiltiir yontemi  hematopoez iizerine
farmasotiklerin - arastirilmasinda  yeterince yer
bulmamustir. Son yillarda bu yOntemin
maddelerin hematopoez lizerine toksik tesirlerinin
arastirilmasi amactyla model olarak
kullanilabilecegini gosteren ve bu modelleri
tanimlayan c¢aligmalar bildirilmistir (23,24).

Toksik maddeler disinda kullanilmakta olan
ilaglarin hematopoez iizerine etkisini bu yontemle
degerlendiren bir ¢alisma da bulunmaktadir.
Samalidou ve ark. kok hiicre nakli hastalarinda
fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
lipozomal amfoterisin B, varikonazol ve
kaspofunginin hematopoez iizerine etkilerini
farelerde in vivo deneylerle birlikte in vitro olarak
bu modeli kullanarak es zamanli
degerlendirmislerdir. Bu ilaglarin kullaniminda da
metamizol gibi 16kosit sayisinda azalma seklinde
yan  tesir  goriilebilmektedir.  Analizlerinde
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ozellikle amfoterisin B’nin CFU-GM
kolonilerinde artan konsantrasyonda azalmaya
neden oldugunu tespit etmislerdir. Diger
antifungallerde ise toksik bir tesir goriilmemistir
(25). Calismamizda elde ettigimiz sonuglarimizda
da antifungallerin  tesirine benzer sekilde
metamizoliin artan konsantrasyonda CFU-GM
kolonilerini azalttig1 gosterildi. Ek olarak eritroid
ve CFU-GEMM kolonilerinde de azalma oldugu
tespit edildi.

Metamizoliin myeloid hiicreler iizerine etkilerini
degerlendiren in vitro tek calismada diklofenak ve
asetilsalisilik asit ile tesirler karsilastirilmigtir.
Metamizoliin bu etken maddelerden daha yiiksek
myelotoksisiteye sahip olmadigi gosterilmistir.
Arastirmada HL60 hiicre hatt1 (akut promyelositik
l6semi) ve bu hiicrelerden farklilagtirilmis
graniilositler kullanilmistir. Ayrica izole edilen
saglikli graniilositler {iizerinde de bu ilaglarin
apoptotik analizi yapilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlarda metamizol ile indiiklenen
apoptozun HL60 promyelositlerin =~ %30'unu
etkiledigi fakat graniilositik olarak farklilagmig
hiicrelerde ise apoptotik etkinin biraz daha az
oldugu saptanmistir. Calismada metamizoliin
plazma konsantrasyonlarinda ise etkilerinin minor
diizeyde oldugu tespit edilmistir (3). Deneysel
olarak yapilan bu calismada akut promyelositik
losemi hiicre hattt HL60 kullanilmis olup bunlar
immortal kanser hiicreleridir.  Smursiz  ve
kontrolsiiz artis gosterme Ozelligine sahip bu
hiicreler rezistans da gelistirebilmektedir. Ayrica
ilacin muhtemelen graniilosit iiretimini etkilemesi
nedeniyle apoptoz testinde terminal
graniilositlerin  kullanilmasinin  mekanizmanin
aciklanmasina katkisi smirli kalmaktadir. Ciinkii
mevcut bilgiler ilacin etkisinin kemik iliginde
graniilosit  olgunlagmasimi  etkiledigini isaret
etmektedir (18). Calismamizda kemik iligi kdkenli
progenitér hiicreler kullanilarak hematopoezde
terminal hiicrelerin  oOnciillerine kadar olan
basamaklar in vitro olarak simiile edilmistir.
Bununla beraber HL60 sonuglarinda oldugu gibi
calismamiz da  metamizolin  promyelosit
farklilagmasina etki ettigini diislindiirmektedir.
Bununla beraber bu etki bireysel farklilik
gostermektedir.

Metamizoliin kanser hiicrelerini  etkiledigini
gosteren sinirh sayida in vitro c¢alisma da
bulunmaktadir (26,27,28,29). Bu c¢alismalarin
temelini, metamizoliin  agraniilositoz ~ gibi
hiicrelerin  iiretimini etkileyen yan tesirleri
olusturmaktadir. Osteosarkoma hiicre hatti MG-
63 ile yapilan iki caligmada ilacin 10 puM

konsantrasyondan itibaren hiicrelerde apoptotik
etkileri oldugu gosterilmistir. Ayrica ilacin
hiicrelerin farklilagmasinda da etkili oldugu tespit
edilmistir (26,27). A549 ve HeLa hiicre hatlar ile
yapilan bir calismada ise hiicre proliferasyonunu
ve canliligini azalttig bildirilmistir (28).

Ulkemizde yapilan bir calismada metamizoliin
kronik myeloid hiicre hatt1 olan K562 hiicrelerine
etkileri apoptoz, canlilik, proliferasyon ve mitotik
etkileri  degerlendirilmistir.  Sonu¢  olarak
hiicrelerin artan konsantrasyonlarda metamizolden
olumsuz etkilendigi ve mitotik hiicre sayisinda
azalma goriildigii tespit edilmistir (29).

Metamizoliin hematopoietik hiicreler {izerine
advers etkileri olgu bildirimleri ya da bunlarin
meta analizlerine dayanmaktadir. Bununla birlikte
bazi c¢aigmalarda yan tesirlerin temelinde
immiinolojik mekanizmalarin (3) ya da genetik
faktorlerin roliiniin olabilecegi de bildirilmistir
(3,6). Tam bu noktada calismamiz hematopoietik
hiicrelere metamizoliin etkisinde bireysel kaynaga
gore davranig degisikliginin varligini
gostermektedir. Yukarida grafiklerde goriildiigi
iizere metamizol etkisinde artan
konsantrasyonlarda bireyler arasinda
kolonizasyonlarda anlamli farklar bulunmaktadir.
Bu durum genetik farkliliklarin ve belki heniiz
belirlenmemis bir polimorfizmin metamizoliin
hematopoez ile iligkili ciddi yan tesirlerinden
sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Bireyler
arasinda elde ettigimiz bu davranis farklilig: ile
ilgili bulgu bu nedenle 6nemlidir ve tasarlanacak
baska c¢aligmalara Onciilik etme potansiyeline
sahiptir. Bu durum dikkate alinarak kanser hiicre
hatlarina apoptotik ve antiproliferatif etkileri de
gosterilen metamizoliin  hematopoez iizerine
tesirleri, mekanizmalar ve mekanizmalarla iliskili
molekiillerin bireysel farkliliklar1 dikkate alinarak
deneysel olarak arastinlmalidir. Ek olarak
etkilenen hastalardan genetik-bireysel farklarin
dikkate alindig1 aragtirmalar tasarlanmalidir.
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GIiRIiS VE AMAC

Gebeligin  hipertansif  hastaliklart  tiim
gebeliklerin % 10’unu etkiler. Bu hastalik
grubu, anne ve bebek Oliimlerinin en onemli
nedenlerinden biridir. Gestasyonel
hipertansiyon (GHT), gebeligin 20.
haftasindan sonra baglayan hipertansiyon ile
karakterizedir. Preeklampside ise, gebelikle
iligkili hipertansiyona proteiniiri ve/veya organ
disfonksiyonu eslik etmesi tani
kriterlerindendir (1). Tirkiye’de 2012-2015
yillar1 arasinda gergeklesen gebelikteki anne
Olimlerinin  %15,5’inin nedeni  gebeligin
hipertansif — hastaliklanidir  (2).  Gebeligin
hipertansif hastaliklar1 nedeniyle gelisen
morbiditenin ve Oliimlerin 6nlenebilmesi igin
erken tan1 konulmasi ve biiyiik merkezlerde
yakin izlem gereklidir (3). Yiiksek riskli hasta
grubunun saptanabilmesi i¢in yeni belirtegler
gelistirilmesi annelerde ve yenidoganlarda
Olimleri ve morbiditeleri dnleyebilir ve yeni
tedaviler gelistirilmesine yardimei olabilir.

Preeklampsinin ve GHT’nin etyopatogenezi
kesin olarak belirlenmemistir. ki evre
teorisine gore preeklampsi, plasental ve
maternal evreler olmak {izere iki evreden
olusur(4). Gebelik siiresince plasentanin
yeterince kanlanabilmesi i¢in uterin spiral
arterlerin daha yiiksek kapasitansli, diisiik
rezistanslt arterlere doniismesi gereklidir. Bu
doniistim trofoblastlarin spiral arterlere gocii
ve invazyonu ile olugsan damar ‘remodelling’i

ile gerceklesir (5, 6). Preeklampside ise
fizyolojik durumdan farkli olarak trofoblast
invazyonu azamistir ve damar ‘remodelling’i
yetersizdir. Bu plasental
hipoperfiizyon ve hipoksiye yol actigl
disiiniilmektedir. Plasentada olusan oksidatif
stres nedeniyle maternal dolagima serbest
radikaller,  antianjiogenik  faktoérler  ve
sitokinlerin saliverilir (7). Bu durum annede
inflamasyon ve endotel disfonksiyonuna neden
olmaktadir (4). Endotel disfonksiyonu,
preeklampsinin  annedeki  belirtileri  olan
hipertansiyon, = 6dem  ve

durumun

proteiniirinin
olusmasina neden olan en énemli faktordiir.
Arasidonik asidin Sitokrom P450 (CYP)4F2,
CYP4F3 enzimleri ile metabolize edilmesi
sonucu olusan
20-hidroksieikosatetraenoik asit (20-HETE),
giiclii bir endojen vazokonstriktdr maddedir (8,
9). Insan viicudunda vaskiiler tonus ve kan
basincinin diizenlemesinde énemli rolii vardir.
20-HETE’nin
invazyonunu azalttig1 gosterilmistir (10). Bu
nedenle 20-HETE’nin preeklampsinin
patofizyolojisinde rolii oldugu disiiniilebilir.
20-HETE, arasidonik asitin Sitokrom P450
(CYP)4F2, CYP4F3, CYP4All enzimleri ile
metabolize edilmesi sonucu olusur.

trofoblast gbelni ve

Epoksieikosatrienoik asitler (EET),
vazodilator, antiinflamatuvar ve natritiretik
etkileri olan arasidonik asit metabolitleridir.
Bu etkileri ile gebeligin  hipertansif
hastaliklarinda koruyucu olabilecegi ve iyi
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prognoza neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
EET arasidonik asitin CYP2J2, CYP2C9 ve
CYP2C19 enzimleri ile metabolize edilmesi
sonucu olusur (11). EET, solubl epoksit
hidrolaz (sEH) enzimi ile daha az aktif olan
metaboliti  dihidroksieikosatrienoik  asite
(DHET) metabolize olur (12). 20-HETE ve
epoksieikosatriconik asitlerin  olusumundan
sorumlu enzimler Sekil 1’°de belirtilmistir.

| Arasidonik Asit |

CYPaF2 it
CYP4F3 CYP2C19
20-HETE EET  —— DHET
l l (inaktif)
Vazokonstriktor Vazodilatér

A

Kan Basincini Dizenler

Sekil 1. 20-HETE ve epoksieikosatrieonik
asitlerin olusumundan sorumlu enzimler

Bahsedilen
polimorfizmlerinin, esansiyel hipertansiyon ve

enzimlerin genetik

iskemik inme gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarda fonksiyonel sonuglar1 oldugu
bilinmektedir (12, 13). Genetik polimorfizmler
sonucu olusan enzim ve protein aktivite
degisiklikleri, 20-HETE, EET ve DHET
diizeylerinde bireyler arasinda degisiklige
neden olabilir (12). CYP4F3, CYP4F2,
CYP2C9 ve sEH enzimlerinin 6nemli genetik
polimorfizmleri Tablo 1’de belirtilmistir.

Bu calismada amacimiz preeklampsi ve
gestasyonel  hipertansiyon ile = CYP4F3,
CYP4F2, CYP2C9 ve sEH enzimlerinin
genetik polimorfizmleri arasindaki iligkiyi
incelemektir.

Tablo 1. CYP4F3, CYP4F2, CYP2C9 ve
sEH enzimlerinin onemli genetik
polimorfizmleri

Genetik Polimorfik = 510 Fenotip
Polimorfizm Alel Siklig1 Degigimi Uzerine
(%) Olas1 Etkisi
Promoter
CYP4F3
(43,1) de “Tag-SNP”
153794987 ASG
Missens Yavas
%
CYP4F2%3 (40,0) C>T metabolizor
Missens Yavag
*
CYP2C9%2 (10.6) C>T metabolizor
Missens
A>C Yavag
%
CYP2C9*3 (10,0) “loss of metabolizor
function”
sEH ©9.3) Missens Yavag
rs751141 ’ G>A metabolizor
GEREC VE YONTEM
Katihmcilar

Tiim goniilliiler, Saghk Bilimleri Universitesi
(SBU) Etlik Ziibeyde Hamm Kadin
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne
bagvuran bireyler arasindan alindi. Calismanin
hasta grubuna The American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOGQG)
kriterlerine gore gestasyonel hipertansiyon
tanis1 konan 110 ve preeklampsi tanis1 konan
58 gebe dahil edildi (14). Kontrol grubu
olarak, ayni hastanede gebelik takibi yapilan,
gebelikle iligkili veya kronik hipertansiyon
hastasi olmayan 155 saglikli gebe dahil edildi
(Etik kurul: H.U.-2019/22-04).

Genetik Analizler

Genetik  polimorfizmlerin  analizi  igin
goniillillerden EDTA’ll tiiplere kan alind1.
Alinan kanlardan DNA izolasyonu Whole
Blood DNA Purification Kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD)
kullanilarak yapildi. CYP4F3 rs3794987,
CYP4F2*3, CYP2C9*2, *3 ve sEH rs751141
genetik  polimorfizmlerinin  analizi  igin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
restriksiyon  analizi  (RFLP)  yontemleri
kullanildi. CYP4F3 rs3794987 ve CYP2C9*3
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genetik analizi sonucu 6rnegi Sekil 2 ve 3’te
gosterilmistir.

300 bg
250 be
200b¢

150 bg
100 bg

Sekil 2. CYP4F3 rs3794987 genetik
polimorfizmi analiz sonucu 6rnegi. Yabanil
tip genotipe sahip bireylerin 6rnekleri (AA)
184 ve 75 baz gifti igeren iriinlere kesilirken
polimorfik genotip (GG) ise kesilmedi.
Heterozigot 6rneklerde (AG) ise 259, 184 ve
75 baz cifti igeren ii¢ bant goriildii.

/21 #1/*3

Sekil 3. CYP2C9*3 genetik polimorfizmi
analiz sonucu ornegi. Yabanil tip genotipe
sahip bireylerin ornekleri (*1/*1) 85 ve 20 baz
cifti iceren (trlinlere kesilirken polimorfik
genotip (*3/*3) ise kesilmedi. Heterozigot
orneklerde (*1/*3) ise 105, 85 ve 20 baz cifti
igeren {i¢ bant goriildii.

istatiksel Analiz

CYPA4F3 rs3794987, CYP4F2*3, CYP2C9*2,
*3 ve sEH rs751141 genetik
polimorfizmlerinin genotip ve alel sikliklarinin
kargilagtirilmasinda  ki-kare veya Fisher’in
kesin testi kullanildi. Demografik verilerin {i¢
grup arasinda karsilastirilmasinda tek yonlii
ANOVA testi kullanildi. Tek yonlii ANOVA
testi sonrasi post hoc analizler Tukey testi ile
yapildi. Istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p
degerlerinin  0,05’ten kiigiik olmas1 kabul
edildi. Istatistiksel analizler Graphpad Prism
Versiyon 6 (Graphpad Inc. Kaliforniya, ABD)
yazilimi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Goniilliilere Ait Demografik Bilgiler

Calismaya katilan gebelere ait demografik
bilgiler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Goniilliilere ait demografik bilgiler

Gestasyonel
Kontrol Hipertansiyon Preeklampsi P
(n=155) (n=110) (n=58)
Yas 28,6+0,5 29,5+6,6 31,3+6,0 0,02
VKi 29,4+0,3 32,1+0,6 32,1+0,7 0,0001
Gebelik ) 0100 33,0:04 32,305 0,15
Haftasi

Ort+o0.s.h. olarak gosterilmistir. (Ort: ortalama, o.s.h.:
ortalamanin standart hatast)

GHT ve preeklampsi hastalarinin ortalama
yaslar1 ve viicut kitle indeksi (VKI) degerleri
saglikli gebelere gore daha fazladir (Tablo 2).
Bagvuru sirasindaki gebelik haftalar1 gruplar
arasinda benzerdir.

CYP4F3 rs3794987 Genetik
Polimorfizminin Genotip ve Alel Sikliklar:

CYPA4F3 rs3794987 genetik polimorfizmi ile
kontrol,  gestasyonel hipertansiyon  ve
preeklampsi gruplarindaki genotip sikliklar
arasinda  iliski  saptanmadi. = CYP4F3
rs3794987 genetik analiz sonuglar1 Tablo 3’te
gosterilmistir.

Tablo 3. CYP4F3 rs3794987 Genetik
Polimorfizminin Genotip ve Alel Sikhiklar:

Genotip / Alel Sikhiklar:

Kontrol (:il;ll'l(“)) Preeklampsi P
(n=155) (n=58)
CYP4F3 n, (%) n, (%) n, (%)
153794987
A4 62(40,0) 33 (30,0) 19 (32.8)
Genotip
AG  69(44,5) 48 (43,6) 23 (39,7) 0,13
GG 24(155) 29 (26,4) 16 (27,5)
Alel 4 193 (62,0) 114 (52,0) 61 (53,0)
0,03
G 117(380) 106 (48,0) 55 (47,0)
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CYP4F3 rs3794987 genetik polimorfizmi iliski bulunmadi. CYP2C9 genetik analizlerinden
alel siklik dagihminda ise istatiksel olarak elde edilen sonuglar Tablo 5’te gosterilmistir.
anlamhi farklilik saptandi (Tablo 3). Hem
gestasyonel  hipertansiyon =~ hem  de
preeklampsi grubunda CYP4F3 rs3794987 G
aleli sikliginda kontrol grubuna gore artis
gozlendi.

Tablo 5. CYP2C9 genetik polimorfizmlerinin
genotip ve alel sikhiklari

Genotip / Alel Sikliklar:
CYP4F2*3 Genetik Polimorfizminin

Genotip ve Alel Sikhklar: Kontrol GHT Preeklampsi
(n=155) (@=110) (n=58) p
Preeklampsi grubunda, *3/*3 genotip ve *3
alelinin siklig1 kontrol grubuna gore azalmis CYP2CY n (%) n (%) n (%)
bulundu. CYP4F2*3 polimorfizmi sonuglari
Tablo 4’te gOSterllmlstlr *11/* 87 (56,1) 77 (70,0) 38 (65.,5)
*1/*
5 32007 12 (10,9) 8 (13,8)
*1/*
Tablo 4. CYP4F2*3 genetik polimorfizmi Genotip 3 UeD 17 5.0
icin genotip ve alel sikliklari 0.40
*22/ Y0000 1(0,9) 0(0,0)
Genotip / Alel Sikliklar:
GHT 400 2(1,8) 0(0,0)
Kontrol ~110 Preeklampsi P 3 ’ ’ ’
m=iss) 71O (1=58)
*3/*
. . . 3(1,9) 1(0,9) 1(1,7)
CYP4F2+3 o, (%) o, (%) o, (%) ’
* 235(758) 183 (83.2) 95 (81,9)
S 67(432)  38(345) 33 (56,9)
Alel
¢ 2 36(11,6) 16 (7.3) 8(6,9) 0,23
Genotip  *I/*3 69 (44,5 61 (55.5) 20 (34,5) 0,06
%3 39(12,6 2195 13 (11,2
343 19(123)  11(10,0) 5(8,6) (126) ) (12
£ 203655 137 (62,3) 86 (74,1)
Alel 0.08 sEH (EPHX2) rs751141 Genetik
*3 . 107(34,5) 83 (37.7) 30 (25.9) Polimorfizminin Genotip ve Alel Sikliklari

sEH rs751141 genetik polimorfizmi ile

CYP4F2*3 polimorfizmi i¢in alel dagilimlar kontrol,  gestasyonel hipertansiyon  ve

Gestasyonel hipertansiyon ve kontrol gruplar preeklampsi  gruplarindaki genotip ve alel

arasinda benzerdi. Buna kargm, preeklampsi sikliklar1 arasinda iliski saptanmadi (Tablo 6).

grubunda *3 alel sikliginda ve *3/*3 genotip

sikliginda diger gruplara gore azalma yoniinde Tablo 6. sEH  rs751141  genetik

bir egilim (trend) saptandi (Tablo 4). polimorfizminin genotip ve alel sikhiklar:
Genotip / Alel Sikhiklar:
CYP2C9  Genetik  Polimorfizmleri ile
Gestasyonel Hipertansiyon ve Preeklampsi GHT )
A daki Ill ki Kontrol (1=110) Preeklampsi
rasm $ (n=155) (n=58)
CYP2C9 genetik polimorfizmleri ile kontrol, SEH rs7S1I41 n, (%) n, (%) n, (%)

gestasyonel  hipertansiyon ve preeklampsi

gruplarindaki genotip ve alel sikliklar1 arasinda
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GG 130(83,9) 95 (86,4) 52(89,7)
Genotip G4 24(15,5) 14 (12,7) 6(10,3) 0,54
A4 1(0,6) 1(0,9) 0 (0)
Alel G 284(91,6)  204(92,7) 110 (94,8)
0,52
4 26 (8,4) 16 (7,3) 6(5.2)

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, Tiirk toplumunda CYP4F3,
CYP4F2, CYP2C9 ve sEH enzimlerinin
genetik  polimorfizmlerinin  gestasyonel
hipertansiyon ve preeklampsi {izerindeki
etkileri arastirildi.

Calismamizda, hastalarin kan O6rneklerinin
alindig1 gebelik haftas1 gruplar arasinda
benzerdi (Tablo 2). Yas ve viicut Kkitle
indeksinin gestasyonel hipertansiyon ve
preeklampsi  gruplarinda  kontrol  gebe
grubuna goére anlamli olarak daha fazla
oldugu saptandi. Preeklampsi risk faktorleri
arasinda ileri anne yas1 ve obezite bulundugu
diisiiniildiigiinde kontrol grubu ve hasta
gruplar arasinda yas ve VKi’nde farklilik
olmast bu hastaliklar i¢in  beklenen
bulgulardir.

Calismamizda CYP4F3 rs3794987 genetik
polimorfizminin  alel  sikligi  kontrol
grubunda yiizde 38 olarak saptandi. CYP4F3
rs3794987 genetik polimorfizminin
polimorfik alel siklig1 beyaz irkta % 53,
Asya toplumlarinda ise % 18 olarak
bildirilmistir  (15). CYP4F3 rs3794987
genetik polimorfizminin Tiirk toplumundaki
alel sikligi ilk defa bu g¢aligmada ortaya
CYP4F3
rs3794987 genetik polimorfizmi ile kontrol,
gestasyonel hipertansiyon ve preeklampsi

konmustur. Calismamizda

gruplarindaki  alel siklik  dagiliminda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p=0,03, Tablo 3).

CYP4F3 1s3794987 G polimorfik alelinin

sikligt ~ gestasyonel  hipertansiyon  ve

preeklampsi gruplarinda kontrol grubuna gore
artmigti. CYP4F3, 6zellikle nétrofillerdeki 20-
HETE  dretiminden sorumlu  enzimdir.
CYP4F3 rs3794987 genetik polimorfizminin
CYP4F3 genindeki bir¢cok polimorfizm ile
baglantili olan bir “tag-SNP”  oldugu
saptanmistir (16). Baglantili oldugu genetik
polimorfizmlerin enzim aktivitesindeki
degiskenlikte rolii olabilir.  Preeklampsi
patofizyolojisinde inflamasyonun rolii vardir.
Bu polimorfizmi de iceren bir haplotip geng
yetigkin ve ¢ocuklarda inflamatuar bir hastalik
olan Crohn hastalig: ile iligkili bulunmustur
(17). CYP4F3’tin ayrica, doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunda da rolii vardir.
Gozlemsel caligmalar, gebelikte doymamis
yag asitleri alimmin preeklampsi riskini
azalttigint ileri strmistir (18). Ayrica,
preeklampsi hastalarinda eikosapentaeonik asit
(EPA) ve dokosaheksaeonik asit (DHA) alimi
ile sFLT-1 diizeyleri arasinda ters iliski
saptanmustir (19). CYP4F3 rs3794987 genetik
polimofizminin gestasyonel hipertansiyon ve
preeklampsideki etkisinde doymamis yag asiti
oksidasyonunun da rolii olabilir.

CYP4F2 enzimi arasidonik asitten 20-HETE
tretiminde rol alan majoér enzimdir.
Literatiirde, CYP4F2*3 genetik
polimorfizminin aragidonik asitten 20-HETE
tiretiminde azalmaya neden oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir (20, 21). 20-
HETE’nin, preeklampsi patofizyolojisinde rolii
olan trofoblast migrasyonunun inhibisyonu,
endotel disfonksiyonu ve inflamasyona neden
oldugu bilinmektedir.

Calismamizda CYP4F2*3 polimorfizminin
alel sikligin1 % 34,5 olarak saptadik. Tiirk
toplumunda yapilan bir diger calismada
CYP4F2*3 polimorfizminin alel siklig1 % 40
dolayinda saptanmistir (22). Bu sonug
calismamizdaki  siklik ile  benzerdir.
Literatiirde CYP4F2*3 genetik
polimorfizmini esansiyel hipertansiyonla
iligkilendiren calismalar oldugu gibi bir
iliskinin saptanamadig1 ¢aligmalar da vardir
(23). Literatiirde preeklampsi ile CYP4F2*3
genetik polimorfizminin iligkisinin
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degerlendirildigi  bir  ¢alisma  heniiz
bulunmamaktadir. Calismamizda
preeklampsi grubunda CYP4F2*3
polimorfizminin *3/*3 genotip ve *3 alel
sikliklarinda kontrol grubuna gore azalma
egilimi gozlendi (Tablo 4). Bu bulgu
literatiirdeki CYP4F2*3 genetik
polimorfizminin preeklampsi
patofizyolojisinde olast rolii bulunan 20-
HETE olusumunu azalttig bilgisi
diisiiniildiigiinde ~ beklenen yonde  bir
bulgudur.

CYP2C9, EET iretiminden sorumlu
enzimlerden biridir. CYP2C9 enziminin *2
ve *3 genetik polimorfizmleri yavag
metabolizor fenotipe yol agar. Calismamizda
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CYP2C9
genetik polimorfizmlerinin alel ve genotip
siklik dagilimi benzerdi (Tablo 5). Bir
calismada erken  baslangich  siddetli
preeklampsi ve labetalol tedavi etkinligi ile
CYP2C9 genetik polimorfizmi arasinda
anlamli bir iligski olmadig1 bildirilmistir (24).
Bu bulgu, c¢alismamizdaki sonu¢ ile
uyumludur.

EET dretiminden sorumlu diger enzimler
CYP2J2 ve CYP2C19’dur. Bir baska
bildirimizde @~ CYP2J2 ve CYP2CI19
enziminin preeklampsi ve gestasyonel
hipertansiyon iizerine olan etkileri ile ilgili
calismamizi sunmustuk. Calismada,
CYP2J2*7 ve CYP2CI19%*2, *17 polimorfik
alellerinin ~ sikliklarimin ~ dagilimi  hasta
grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak  farkli  saptanmisti(25). Enzim
aktivitesini azalttig1 bilinen CYP2J2*7 aleli
daha 6nce de bazi ¢alismalarda koroner arter
hastaligi, serebral iskemi ve hipertansiyon
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkilendirilmistir (26).

Solubl epoksit hidrolaz enzimi EET’yi daha
az etkili olan metaboliti DHET’ye
metabolize eder. Bu enzimin rs757/741
genetik polimorfizmi yavas metabolizor
fenotipe yol acar (27). Solubl epoksit
hidrolaz enziminin hizli metabolizdr fenotipe

yol agan baska bir polimorfizmi olan K55R
bir caligmada preeklampsi ile
iligkilendirilmistir (28). Literatiirde yavas
metabolizor fenotipe yol acan rs75/141’in
preeklampsideki etkilerini inceleyen bir
calismaya rastlanmamistic. sEH rs751141
varyantinin EET’nin inaktif metabolitine
donisiimiinii  azaltarak  preeklampside
koruyucu etkisi olabilecegi diisiiniilebilir.
Calismamizda polimorfik A aleli kontrol
grubunda % 8,4; preeklampsi grubunda %
5,2 idi ancak sEH rs751141 genetik
polimorfizminin alel ve genotip siklik
dagilimlarinda gruplar arasinda anlaml
farklilik bulunmadi (Tablo 5). Bunun nedeni
sEH  rs751141  polimorfizminin  alel
sikliginin ~ diisiik olmast  ve  ozellikle
preeklampsi grubundaki hasta sayisinin az
olmasi olabilir.

Kontrol,  preeklampsi  ve  gestasyonel
hipertansiyon gruplar1 arasinda CYP4F3
73794987 genetik polimorfizmlerinin alel
sikliklarinin  dagiliminda anlamli farkliliklar
bulunmustur. Bu calisma literatiirde CYP4F3
rs3794987 polimorfizmi ile gestasyonel
hipertansiyon ve preeklampsi arasindaki bir
iliski saptayan bildigimiz ilk c¢aligmadir.
Bulgularimiz  CYP4F3  rs3794987 genetik
polimorfizminin preeklampsi ve gestasyonel
hipertansiyonu olan hastalarin  tamis1  ve
izleminde kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir.
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INTRODUCTION AND AIM

Doxorubicin (Doxo) has been widely used in the
treatment of various neoplastic diseases and
solid cancers (Podyacheva et al., 2021).
However, its clinical use is limited especially
due to its dose dependent cardio-toxicity (Yeh et
al., 2007). Doxo induced -cardio-toxicity
modulates cardiac CYP450 enzymes and the
role of these enzymes in the pathogenesis of
cardiovascular diseases have been extensively
studied (Roman 2002, Elbekai and El-Kadi
2006). Ciprofloxacin (Cipro), a DNA gyrase
inhibitor, is used as an antibacterial drug that is
also highly utilized in oncology practices due to
neutropenia and infectious complications
(Crawford et al., 2004).

Studies indicated that Cipro treatment may lead
to hepatic and cardiac toxicities (Elias Adikwu
2012). It has been found that Cipro induces
cardio-toxicity by increasing QT and QTC
interval and prolongation of action potential
duration in animal models and clinical practice
(Prabhakar and Krahn 2004, Knorr et al., 2008).
Importantly, Cipro was found to be a strong
inhibitor of human and rat CYP1A2 isoenzymes
and a weak inhibitor of CYP3A4 isoenzyme
(Ikeya et al., 1989). Doxo is found to be the
substrate of CYP3A4 which is an analogue of rat
CYP3Al isoenzyme (Kirita and Matsubara
1993, Thum and Borlak 2000). In our previous
study we identified a significant
pharmacokinetic interaction between Doxo and
Cipro, on administration these in combination
leads to an increase in Doxo concentration in rat
plasma (Shahzadi and Yazici 2014). As, studies

documented the Doxo-induced cardio-toxicity
modulated by cardiac CYP450 enzymes, in this
study we aimed to investigate different doses
and schedules of Doxo alone and in combination
with Cipro treatment on cardiac and liver
CYP2J3, CYP3Al and CYPIA2 mRNAs
alterations to evaluate the possible underlying
CYP role responsible for cardio-toxicity in rats.
Moreover, we also analyzed the cardiac function
by perfused isolated rat hearts to assess the
extent of the cardio-toxicity.

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol was approved by
Experimental Animals Ethics Committee of
Istanbul University and Preclinical Research and
Technology CEPT, Department of Experimental
and Clinical Pharmacology, Medical University
of Warsaw. The study was performed on 80
adult male Sprague Dawley rats weighing
between 250-300 g. The treatment protocol is
shown in Figure 1.

Acute dose schedule: Acute group rats were
exposed to single intraperitoneal injection (i.p.)
of therapeutic doses of Doxo, alone (6 or 15
mg/kg) and in combination with Cipro (20

mg/kg, i.p.).

Chronic dose schedule: Rats in the chronic
group were subjected to multiple i.p. injections
of Doxo (1 or 2.5 mg/kg twice a week for 3
weeks) alone and in combination with Cipro (20
mg/kg, i.p. daily) to reach cumulative doses of 6
or 15 mg/kg Doxo, respectively.
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A Acute dose Schedule
Single injection {i.p.)

Time (h) 0 48 0 48
Doxo End Doxo+Cipro End
6mg/kg 6+20mg/kg
15mg/kg 15+20mg/kg
Total Cumulative Doxo Dose
emg/kg
15mg/kg

B Chronicdose Schedule
Multiple injections (i.p.)
Time(Weeks) 1 2 3 4
2xDoxo 2xDoxo 2xDoxo End

1mg/kg 1mg/kg 1mg/kg
2.5mg/kg 2.5mg/kg 2.5mg/kg

(48h after last dose)

Total Cumulative Doxo Dose
6mg/kg
15mg/kg

[4 Chronic dose Schedule
Multiple injections (i.p.)

Time(Weeks) 1 2 3 4

| | |

2xDoxo+Daily Cipro 2xDoxo+Daily Cipro 2xDoxo+Dally Cipro End
1+20mg/kg 1420mgfig 1420mg/kg (48h after
2.5020mg/kg 2.5420mgfkg 2 5+20mg/g last dose)
Total Cumulative Doxo Dose
6mg/kg
15mgfkg

.
Figure 1. Treatment schedule. a) acute

doxorubicin (Doxo) treatment protocol; b)
chronic Doxo treatment alone protocol; c)
chronic Doxo + Ciprofloxacin (Cipro) treatment
protocol.

Plasma concentration of Doxo

Blood samples of rats were collected in
microtranier EDTA tubes for the extraction of
plasma. Plasma levels of Doxo were determined
using a commercially available Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assays (ELISA) kits (East
Biopharm, China).

RNA preparation and quantification of
mRNAs by quantitative PCR

Total RNA was extracted from the frozen tissues
(heart and liver) with Gene Matrix Universal
RNA Isolation kit (EURX, Poland) following the
manufacturer’s protocol. RNA samples were
stored at -80°C or processed directly by High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA)
according to the manufacturer’s instructions.
Relative expression levels of CYP2J3, CYP3Al
and CYP1A2 were evaluated with quantitative
real time-PCR (qRT-PCR) (Xie et al., 2003).
PCR was carried out in a final volume of 20ul
containing 1 pl cDNA, 4 ul 5x HOT FIREPol®
EvaGreen® qPCR Mix Plus, 1 pul forward and 1
pl reverse primers, and 13 pl Nuclease-free
water. The reactions were carried out as follows,
1 cycle of 95°C for 5 min followed by 40 cycles
of 95°C for 10 seconds, 60°C for 20 seconds and
72°C for 25 seconds in a LightCycler480-II real-
time thermal cycler (Roche, Switzerland).
Expression data were normalized to GAPDH.
gqRT-PCR  reactions were performed in
triplicates for each sample. The relative
quantification analysis was performed by 2-
AACt method, then loglO-transformed for
statistical analysis as described previously
(Livak and Schmittgen 2001).

Cardiotoxicity assessment

Cardio-toxicity of the treatments were evaluated
by Langendorff technique and ¢Tnl Levels were
determined using a commercially available
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assays
(ELISA) kits (East Biopharm, China).

Statistical Analysis

Comparisons between two and multiple groups,
the Mann—Whitney unpaired rank sum test and
the Kruskal-Wallis one-way analysis of variance
were used, respectively for mRNA expression.
We used two-way ANOVA for ¢Tnl and Doxo
plasma levels. All P-values are two-sided and
less than 0.05 was considered a statistically
significant difference. All statistical calculations
were performed using IBM SPSS Statistics 23.0.
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RESULTS
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Figure 2. Plasma concentration of Doxo in
chronic treatment with multiple i.p., doses
of Doxo alone (1 and 2.5 mg kg') and in
combination with Cipro (20 mg kg™'; i.p.).
Values are the Mean+S.E, bars having
different letters are statistically significant.
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Figure 3. Plasma concentration of Doxo in
acute treatment with single i.p., dose of
Doxo alone (6 and 15 mg kg') and in
combination with Cipro (20 mg kg™'; i.p.).
Values are the Mean=S.E, bars having
different letters are statistically significant.

59 015 mglkg™

ol mgke '
8
a
~ 4 T T
"_E; ab
2 b =
és— T
éz-
=
g,
0 T T
Doxo Doxo+Cipro

Figure 4. Cardiac Troponin-I (cTnl)
plasma concentration of rats administered
with acute Doxo alone and along with
Cipro. Values are the Means+S.E, bars
with  similar letters do not differ
significantly (p<0.05).
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Figure 5. Cardiac troponin-I (¢Tnl) plasma
concentration of rats treated chronically
with Doxo alone and along with Cipro.
Values are the Means+S.E, bars with
similar letters do not differ significanly
(p<0.05).
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Figure 6. Effect of acute treatment on
CYP1A2, CYP2J3 and CYP3Al gene
expressions in liver and heart tissues. a)
CYP1A2 liver tissue expression; b) CYP1A2
heart tissue expression; c¢) CYP2J3 liver tissue
expression; d) CYP2J3 heart tissue expression;
e) CYP3AI1 liver tissue expression; f) CYP3Al
heart tissue expression.

Figure 7. Effect of chronic treatment on
CYP1A2, CYP2J3 and CYP3Al gene
expressions in liver and heart tissues. a)
CYP1A2 liver tissue expression; b) CYP1A2
heart tissue expression; ¢) CYP2J3 liver tissue
expression; d) CYP2J3 heart tissue expression;
e) CYP3AI1 liver tissue expression; f) CYP3Al
heart tissue expression.
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Figure 8. Assessment of cardiac function by
Langendorff-system in isolated perfused rat
hearts after chronic Doxo treatment.

Table 1. Correlations between mRNAs
expressions and cardiac  function
parameters
mRNAs parameter r P
CYPI1A2 liver | rate-pressure - 0.008
product 0.562
CYP2J3 heart | heart rate 0.650 | 0.001
ejection time - 0.041
0.450
contraction - 0.033
time 0.466
CYP3Al heart | dp/dt max - 0.017
0.540

DISCUSSION AND CONCLUSION

We found that an acute both low and high dose
of Doxo (both 6mg/kg and 15mg/kg) treatment
caused significant induction of cardiac CYP2J3
gene expression and this induction was
heightened with addition of Cipro (20 mg/kg)
treatment. Similarly, acute both low and high
dose of Doxo combination with Cipro caused
significant induction of cardiac CYP3A1l gene
expression compared to controls. We did not
observe any significant expression changes in
liver mRNAs in acute treatment. Importantly, in
chronic dose treatment we found highly
significant induction of cardiac CYP1A2
expression after Doxo (1 and 2.5mg/kg)
administration and addition of Cipro treatment
up-regulated the cardiac CYP1A2 gene
expression. Conversely, we found a decreasing
trend of hepatic CYP1A2 expression. We
observed similar results for CYP2J3 as hepatic
expression had a decreasing trend, whereas
cardiac expression had an increasing trend in
each treatment regimen compared to control.
Thus, this study depicted the role of CYP2J3 in
cardiotoxicity and the addition of Cipro with
Doxo is found to be more toxic.

Future studies should aim to apply these
findings to the patients receiving Doxo-Cipro in
combination to lower the risk of cardio-toxicity
and help to build the bridge from bench to
bedside. Additionally, this experiment is a novel
approach to study the underlying mechanism
involved in Doxo induced cardio-toxicity.
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