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OZET

Epilepside Myometriyum Kasilabilirligi ve Antiepileptiklerin Kasilmaya Etkisinin
WAG/Rij Epileptik Sicanlardan izole Myometriyumda Incelenmesi

Epilepsili bireylerdeki myometriyal kasilmanin saglikli bireylerden farkli olup
olmadig1 ve anti-epileptik ilaglarn (AEI’ler) kasilma iizerinde dogrudan bir etkiye sahip
olup olmadig1 ve dolayisiyla ilgili fetal norogelisimsel bozukluklarin 6tesinde obstetrik
komplikasyonlara yol a¢ip agmadig1 halen belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle hem gebe
olmayan hem de gebe absans epileptik WAG/Rij ve Wistar yetiskin siganlardan izole edilmis
myometriyal doku Orneklerinin kontraktilitesini inceleyerek; spontan kontraktilite ve
oksitosine verdigi yanitlarin karsilagtirilmasi ve oksitosin ile indiiklenmis kontraksiyonlara
fenitoin, levetirasetam ve valproik asidin tek basina ve kombinasyon halinde olas1 etkileri
karsilagtirildi. WAG/Rij ve Wistar siganlardan elde edilen myometriyal seritler organ
banyosuna asilarak izometrik kasilmalar kaydedildi. Gerime adaptasyon sonrasinda gelisen
spontan kasilmalar degerlendirildi ve baz1 protokoller i¢in oksitosin ile kasilmalar uyarildi.
Fenitoin, levetirasetam ve valproik asit dahil olmak iizere segilen AEl’lerin kiimiilatif
konsantrasyonlarinin kasilmalarin amplitiid, frekans1 ve kasilma egrisi altindaki alan
degerleri iizerine etkileri 10 dakikalik periyotlarla degerlendirildi. Veriler tek yonli
ANOVA ve Tukey HSD testi kullanilarak analiz edildi. Spontan kontraktilite ve oksitosine
verilen yanitlar irk acisindan farklilik gosterdi: gebe olmayan WAG/Rij’a ait dokularin
spontan kontraktilitesi anlamli 0Olgilide daha yiiksekti ve okstosine kasilma cevabi
bakimindan WAG/R1j miyometriyumu Wistar’a gore anlamli diizeyde daha az duyarlilik
gosterdi (p<0.01). Fenitoin ve valproik asit, hem gebe olmayan hem de gebe WAG/Rij ve
Wistar siganlardan alinan myometriyumun spontan ve oksitosin ile indiiklenen kasilmalari
lizerine konsantrasyona bagli olarak anlamli diizeyde inhibisyona (p<0.05) neden oldu.
Levetirasetam, klinik olarak ilintili konsantrasyonlarindan daha yiiksek dozlarina ragmen,

kasilmalarda anlamli bir etki géstermedi.

Anahtar Sozciikler: Antiepileptik ilaglar, Deneysel hayvan modeli, Epilepsi, Myometriyal

kasilma

xvii



ABSTRACT

Myometrium Contractility in Epilepsy and Effect of Antiepileptics on Contractility of
Myometrium Isolated from WAG/Rij Epileptic Rats

Whether myometrial contractility in epilepsy is different from healthy individuals and anti-
epileptics (AEDs) have a direct influence on the contractility and thereby may lead to
obstetrical complications beyond the concerned fetal neurodevelopmental impairments,
remains unclear. Hence we isolated myometrial strips from both non-pregnant and pregnant
absence epileptic WAG/Rij and control Wistar rats and investigated contractility, through
comparison of the spontaneous contractility and responses to oxytocin (OT), and possible
effects of phenytoin, levetiracetam and valproic acid alone and in combination on OT-
induced contractions. Myometrial strips were removed from WAG/R1j and Wistar rats and
placed in an organ bath and isometric contractions were recorded. After adaptation,
developed spontaneous contractions were evaluated and contractions were stimulated by
OT. The effects of cumulative concentrations of the selected AEDs including phenytoin,
valproic acid and levetiracetam on area under the curve (AUC), amplitude and frequency of
contractions were evaluated by 10-minute periods. Data were analyzed using one-way
ANOVA and Tukey HSD test. As a result, spontaneous contractility and responses to OT
showed species difference: spontaneous contractility of non-pregnant WAG/R1j preparations
was significantly higher and upon stimulation with OT WAG/Rij myometrium showed
significantly lower sensitivity, compared with preparations from Wistars (p<0.01).
Phenytoin and valproic acid caused a concentration-dependent significant attenuation
(»<0.05) in spontaneous and OT-induced contractions of myometrium from WAG/R1j and
Wistar rats, both non-pregnant and pregnant. Levetiracetam did not cause significant

inhibition despite higher than clinically relevant concentrations.

Key Words: Antiepileptic Drugs, Experimental animal model, Epilepsy, Myometrial

contraction

XViii



1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, beyindeki noéronlarin belirli kismmin veya tiimiiniin asir1  ve
hipersenkronize desarjlarindan kaynaklanan tekrarlayan nobetlerle seyreden, diinyada
oldukca yaygin goriilen kronik norolojik hastaliktir (1). Nobet epizodlariin, uyarict
(glutamaterjik norotransmisyon) ve inhibitdr (gama-aminobiitirik asit (GABA)-ergic
norotransmisyon) arasindaki dinamik denge koordinasyonun bozulmasi veya uyarici yoniine
kaymasindan (¢ok fazla uyarici veya c¢ok az engelleyici sinyal) kaynaklandigi
diistiniilmektedir (2). Kronik ndbetlerle karakterize olan epilepsi tedavisinde nobet
profilaksisi i¢in antiepileptik ilaglar kullanilmaktadir. Mevcut antiepileptik ilag (AEI)
listesinde fenitoin, fenobarbital, lamotrijin, okskarbazepin, valproik asit, levetirasetam,
zonisamid, lakosamid, topiramat, gabapentin 6n plana ¢ikan AEl’lerden sayilabilmektedir
(3). Cesitli AEI’lerin mevcut olmasina ragmen, bu ilaclarin herhangi biri belirli bir epilepsi
tiirtine 6zgl hedef etkisinin baskin olmamasi ve hemen hemen hepsinin farkli yan etkileri
oldugundan, ndbetleri Onlemedeki tedavi stratejisinde standart ajan  segimi
yapilamamaktadir. Oyle ki, AEI kullanimi sadece epilepsi popiilasyonu igin sinirli olmayip;
migren profilaksisi, noropatik agri1 gibi norolojik ve bipolar bozukluk, anksiyete gibi
psikiyatrik hastaliklarda da yaygin sekilde kullanimi olan ajanlardir. Boylelikle, maruziyet
popiilasyon oranindaki artigla birlikte insan fizyolojisinde yer alan viicudun cesitli
sistemlerini etkileyebilen ortak iyon kanallarini iceren etki mekanizmalarina sahip olmalar
viicut sistemindeki homeostazise tlimiiyle etkisi hakkinda bilgi gereksinimini dogurmaktadir
(4, 5). AEI’ler ile ilgili; etkililik spektrumlari, biyoyararlanimlari, klinik farmakolojileri ve
hamile kadinlar da dahil olmak tizere bireysel ve yan etkileri i¢in kullanim 6zellikleri dikkate
alinarak incelenmis kapsamli giincel bilgiler mevcuttur (6, 7). Bununla birlikte, epilepsi
kadinlar i¢in hassas bir konu olan fertilite sorunlari riskini artirsa da epilepsi direkt olarak
kisirlik yapmamaktadir (8). Gebe kadinlarin bircogunda, olast yan etkileri ve sonuglari
nedeniyle AEI kullanmama veya magruziyeti azaltmak amaciyla uygun dozun altinda
kullanim1 sebebiyle etkin nobet kontrolii saglanmayip gebelik sirasinda ndbet gecirir. Bu
nedenle, hamilelik sirasinda epilepsi ve epilepsi ilaglarinin riskleri konusunda endiseler
mevcuttur. Hamilelik sirasindaki ndbetler, plasental ayrilma ve erken dogum dahil olmak
tizere hem anne hem de fetiis iizerinde ciddi ve olumsuz sonuclara neden olabilmektedir. Bu
durumun yanisira, herhangi bir AEI kullanimi, potansiyel olarak uterus kontraktilitesini
etkileyebilir, uyarabilir veya inhibe edebilir ve bunun sonucunda nispeten kiiciik siddetli

kasilmalar kiirtaj, gecikmis dogum veya atonik kanama gibi ciddi acil durumlara kadar



degisen maternal ve foto-neonatal komplikasyonlara neden olabilmektedir (9, 10). Fenitoin
ve fenobarbital gibi bazt AEI’ler ciddi endise kaynagidir ve potansiyel nérogelisimsel fetal
anormali riskinde artisa sebep olasilig1 nedeniyle valproat kullanimi gebelik sirasinda
kontrendikedir (11, 12). Ozellikle hamilelikte antiepileptik ila¢ kullanimmin dinamik
fizyolojik degisimlere sahip olan kadinlar icin, kronik kullanilan AEI ve dozunun nébet
onlemedeki uygunluguna binayen kullanilan oranin giivenirlik endisesine iliskili olarak esas
organ olan uterus kasilmasina etki potansiyeli yoniiyle ilgili literatiirde ¢ok az kanit oldugu

ya da olmadig1 goriilmektedir.

Bu tez ¢aligsmasinin hipotezi, Wistar Albino Glaxo Rijswijk (WAG/Rij) si¢anlarinin
anti epileptiklere kars1 farkli duyarliliga sahip oldugu, epilepsinin degismis uterus
kontraktilite potansiyelinin hem hamile hem de hamile olmayan epileptik myometriyum ile
iliskili olabilecegi seklindedir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci, secilmis AEI’lerin, yani
fenitoin, levetirasetam ve valproik asidin, absans epileptik WAG/Rij siganlardan izole edilen
myometriyumun kontraktilitesi {izerindeki olast etkilerini arastirmak ve saglikli
myometriyum ile karsilastirmaktir. Bu amagcla, in vifro hayvan ¢alismasi ile absans epilepsi
modeli olarak WAG/Rij si¢anlarini kullanarak, epilepsideki myometriyal kasiimanin saglikli
bireylerden farkli olup-olmadigini ve secilen antiepileptiklerin WAG/Rij ve saglikli Wistar
siganlardan hem gebe olmayan hem de gebe olanlardan izole edilen spontan ve oksitosin ile

indiiklenmis myometriyum kasilmalar tizerindeki olasi etkileri arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Epilepsi

Epilepsi, her yas grubunu etkileyen heterojen popiilasyon profiline sahip olan
norolojik bozukluklara iliskin evrensel hastaliklar arasinda iiglincii sirada (13) ve diinya
capinda yaklasik 65 milyon insani etkileyen en dnemli kronik norolojik hastaliklardandir.
Insidans ve prevelans yoniiyle toplum diizeyiyle iliskili olarak teshis/siniflandirma agisindan
farklilik gdstermesine ragmen, Alzheimer ve sizofreni gibi diinyada yaygin ve yiiksek
oranda goriilen norolojik hastaliklar ile kiyaslanabilir orana sahiptir (14, 15). Epilepsi
hayatin her doneminde goriilebilme potansiyelinde olup, ndbet olusumuna yatkinlikla
karakterizedir. Cogunlukla, 6ngoriillemeyen bu nobetler sonucunda kisiler psikolojik ve
sosyal olarak etkilenmekte ve hatta bazi epilepsi tiirleri ciddi diizeyde hayat kalitesini

diisiirebilecek etkilere neden olmaktadir.

Genel tanim olarak, iki veya daha fazla indiiklenmemis ani, ongdriilemeyen ve
tekrarlayici ndbetler ile karakterizedir. Temelde, santral sinir sistemindeki (SSS) ndronlar
arasinda var olan eksitator-inhibitorler arasindaki dengenin eksitasyon (uyarici) yoniine
kaymas1 sonucu epilepsi ndbeti ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada yaklagik 1000 kiside 2.7-17.6
oraninda aktif nobet geciren kisiler vardir ve bu kisilerin 6nemli bir kisminda ise nobetler

yasamlar1 boyunca devam etmektedir (16).

Epilepsinin gecici semptom ve bulgulari, tiim klinik vakalarin neredeyse yarisinda
saptanmistir. Esas olarak epilepsi, uyarict herhangi bir faktdr olmaksizin, tekrarlayan
nobetlerle karakterize olan kronik norolojik hastalik olarak tanimlanmaktadir. Ancak,
normal noron aktivitesi diizenini (senkronu) bozan herhangi provoke faktor(ler) de nobet
olusumuna neden olabilmektedir. Bu durumlar arasinda; enfeksiyon, kafa travmalari, belirli
toksinlere maruz kalmanin yani sira akut SSS hasar1 nedeni ile ortaya ¢ikan ndbet tetikleyici
faktorler yer almaktadir. Bu uyaric1 faktoér unsurlar ile tetiklenen ndbetler ise faktorler
ortadan kaldirnlldiginda geri dondirtlebilir akut semptomatik nébetler olarak

adlandirilirmakta olup gegicidirler (17).

Genetigin epilepsideki roliine iligkin ¢aligmalar 500°den fazla genin rol
oynayabilecegini ve genetik epilepside ¢evresel faktorlerin de etkisinin oldugunu ileri
stirmektedir. Uluslararas1 c¢alismalar, tim epilepsi popiilasyonun yaklasik %15-20’nin
genetik faktorlerin yer aldigi etiyolojiye sahip genetik jeneralize epilepsili hasta popiilasyona

ait oldugunu bildirmistir (18, 19).



Uluslararas1 Epilepsiyle Savag Dernegi’nin (International League Against Epilepsy-
ILAE) epidemiyoloji komisyonu epileptik nobetlerin siniflamasim1 “genel-gegerlilik”
ilkesine uygun olarak bilimsel ortak bir siniflandirma terminolojisini olusturmustur. ILAE
Nobet ve Epilepsi smiflandirmasinda, 2017 yilinda nobet tiirlerine goére yeni bir
simiflandirma diizenlemis ve bazi terimler de yeniden isimlendirilmistir. Bu yeni
siiflandirmada nobet baslangiglarinin tipine gore; eski bilinen adi “parsiyel” terimi yerine
fokal, jeneralize ve bilinmeyen (smiflandirilamayan) olarak {i¢ alt siniflandirma
olusturmustur (Sekil 1) (20, 21). Nobet baslangict fokal (anormal noronal aktivite bir veya
daha fazla lokalize beyin bolgesinde veya hemisferde ortaya ¢iktiginda), jeneralize (anormal
noronal aktivite her iki hemisferde yaygin bir dagilimla basladiginda) veya baslangici
bilinmeyen (mevcut klinik ve laboratuvar verilerinden baslangic tespitinin miimkiin
olmadig1) olarak smiflandirilir. Nobet baslangie tipi; klinik 6zellikler, elektroensefalografi
(EEG) ve norogoriintilleme bulgularinin ndbet baslangic 6zellikleri ile uyumlulugu>%80

giiven oranini sagladiginda belirlenmektedir (22).

Nobetler, eslik eden duygu durum ve psikiyatrik bozukluklar, biligsel eksiklikler ve
ilaglarin yan etkileri nedeniyle yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide bozabilmektedir. Buna ek
olarak, nobetlerin otonomik ve uyarilma islevleri lizerindeki dogrudan etkiler nedeniyle
normal fizyolojik siirecteki dengeyi sekteye ugratarak dogrudan veya dolayli etkileri
nedeniyle 6limciil olabilmektedirler. Arastirmalarin birgogu, epilepsisi olmayan bireylere

gore epilepsili bireylerde erken 6liim riskinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (23, 24).
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Sekil 1. Epilepsilerin siiflandirilmasi. Bu g¢er¢evede; epilepsi ilk nobet teshisi ile baslar,
ardindan bir epilepsi tipi ve miimkiinse bir epilepsi sendromu teshisi konur.
Epileptik bir nobet tanist konulduktan sonra, etiyoloji tanimlanmalidir. * Nobet
baslangicin1 gostermektedir. (Falco-Walter ve ark., ILAE 2017 rehberine gore
epilepsi siniflandirma rehber yonetimi. Kaynaktan terciime edilerek uyarlanmistir.)
(Scheffer’dan, 21)

2.1.1. Epilepsi ve Kadin

Epilepsi, kadinlarda 6-85/1000 vaka prevelans: ile kronik ve yaygin ndrolojik
hastaliktir. Kadimlarin yasamlar1 boyunca cinsiyete bagli farklilik gosteren fizyolojik
stireglerinin hormonal degisimlerin etkisinde olmasi; epileptik nobet mekanizmalarini ve
antiepileptik ilaglarin plazma konsantrasyonunu etkileyebilmekte ve ayni zamanda bu
degisimden etkilenebilmektedirler. Epilepsi prevalanst ve tedavi yaklasimlar1 kadinlar ve
erkekler i¢in benzer olsa da kadinlarin menstriiel dongiileriyle ilgili iligkili olarak ndbet
paternleri yasama olasihig1 daha yiiksektir (19, 25). Ayrica, AEI iliskili teratojenite ve
hormonal etkilesimler nedeniyle epilepsili kadinlar iireme ve gebelik komplikasyonlari riski
altinda olup bu siireclerde de zorluklar yasayabilmektedirler. Arastirmalar, epilepsili
kadinlarin epilepsili olmayan kadinlara gore daha yiiksek gebelik komplikasyonlar1 ve

peripartum psikiyatrik problemleri yagamakta oldugunu gostermektedir (26, 27).

Kadinlarin fizyolojik siireciyle iliskili olarak menstriiel dongiileri boyunca hormonal

dalgalanmalar nébet kontroliinii oldukca etkileyebilmektedir. Ornegin, epilepsi tanist



konmus kadinlarin yaklasik ii¢ de birinde 6zellikle menstriiel dongii siireglerinde nobetlerde
artis olarak karakterize olan “katameniyal epilepsi” goriilmektedir. Katameniyal epilepsi,
sadece kadin cinsiyetine 6zgl olan bir epilepsi tiirii olma 6zelligi tasir. Bu durumun ortaya
cikmasindaki esas olarak menstriiel dongii siireclerindeki serum Ostradiol/progesteron

dengesindeki dalgalanmalar oldugu diisiiniilmektedir (28, 29).

Epileptik kadinlarda, nobetlerin dogrudan etkilerinden biri de polikistik over
sendromu (PKOS) olarak adlandirilan ciddi endokrin-iireme sorunudur. Polikistik over
sendromunun yanisira kisirlik ve azalmis libido gibi iireme bozukluklar1 epileptik olmayan
kadinlara gore daha yliksek oranda goriilmektedir (30). Noronal uyarilabilirligi etkileyebilen
kadin steroid hormonlari; 6zellikle Ostrojenlerin, uyarici role sahip glutamat reseptorleri

araciligiyla eksitator bir etki gosterdigi bulunmustur (31).

Ozetle, ndral hiperaktiviteye maruz kalan kortikal bdlge/lerin veya yukarida
belirtilen hormon etkilerinin sonug¢larinin epileptik kadinlar i¢in hassas bir nokta oldugu
ortadadir. Bu durumla iliski olarak, epilepside noronal uyarilabilirlik 6zellikle cinsiyet
olgunlagmasinda veya neslin devamini saglamada primer rol oynayan uterusu dolayl sekilde
negatif olarak etkileme ihtimali tasimaktadir. Deneysel arastirmalarda degisik memeli
tirlerinde (kopek, kedi ve tavsanlarda) kortikomedial amigdala bolgesinin uyarilmasi ile
uterus aktivitesinin etkilendigi goriilmiistiir. Gebe ve gebe olmayan yetiskin hayvanlarda
yapilan bu calisma sonucu uterus kasinda tonus artis1 ayrica uterus motilitesinin ampliitiit ve

frekansina uyarici yonde etki ettigi bulunmustur (32).

Ayrica, yetigkin disi farelerde amigdalanin bazolateral kisminin iki tarafli
ablasyonunun sonucunda ovulasyon dongiisiinde yoksunluk ve polikistik over sendromunu
tetikleyebildigi ortaya c¢ikmistir. Bu deneysel caligmalar epilepsi ile iligkili olarak,
temporolimbik beyin bolgelerindeki ndronal hiperaktivite veya hipoaktivite ile iireme
endokrin fonksiyonu arasindaki hassas etkilesimlere dikkat ¢ekmektedir. Bahsi gegen
deneysel calismalar, epileptik nobet doneminde norotransmitter veya iyon kanallarinin
nomalden farkli bir siire¢ i¢inde uyarilmaya hazir olma durumu bununla birlikte bu
olusumlar1 &nleme amactyla kronik olarak kullanilan AEI’lerin fizyolojik olmayan
farkliliklara neden olarak viicutta sadece kortikal bolgelerde degil dolayli olarak bir¢ok

organ sistemini etkileyebilecegi diisiincesini gii¢lii hale getirmektedir (33).



2.1.1.1. Epilepsili Kadinlarda Antiepileptik fla¢ Tedavisinin Etkileri

Epilepsi, yaygin olarak AEI’lerin yasam boyunca kullanim zorunlulugu doguran ve
halen daha radikal bir tedavisi olmayan nérolojik hastaliktir. AED’ler farkli epileptik
sendrom tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kadinlardaki
fizyolojik siirecler (menstriirel dongii, gebelik gibi) ve bazi kadinlarin kullanmak zorunda
oldugu diger ilaglar (oral kontraseptifler, proton pompa inhibitorleri, antidepresanlar gibi
kullanim orami popiilasyonda artis gdsteren ilaglar) da AEI kullaniminin sonucunu
etkileyebilmektedir. Hatta ndbet kontroliinii saglamada kronik kullanilan AEI’nin etki
potansiyelini azaltacak veya aksatacak derecede 6nemli sorunlari ortaya ¢ikarabilmektedir

(34, 35).

Genel olarak bakildiginda birgok AEI’nin dogurganlik, tiroid hormonlari, cinsel islev
ve kemik sagliginda anormalliklerle sonuglanan endokrin yan etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Ozellikle steroid hormonlarin; fenitoin, karbamazepin ve fenobarbital gibi
mikrozomal hepatik enzimleri indiikleyen AEI’lerin dolasimdaki biyoyararlanimini azalttig:
ve valproik asidin de endokrin yan etkilere neden oldugu bilinmektedir (36). Siirekli AEI
kullanan kadinlardaki bir baska sorun ise oral kontraseptif kullanimidir. Baz1 AEI’ler hepatik
enzim indiikleyicilerdir, bu nedenle karaciger metabolizmasinda diger ilaglarin
eliminasyonunu desteklemektedirler. Ayrica Ostrojen karacigerde glukuronidasyona
ugradigindan, Ostrojen seviyesi enzim indiikleyicilerinden etkilenebilmektedir. Sonug
olarak, oral kontraseptiflerin etkinligini azaltabilir ve bu durum planlanmamais gebelik riskini

artirmaktadir (37).
2.1.2. Epilepsi ve Gebelik

Diinya genelinde yaklasik 15 milyon epilepsili kadinin dogurganlik ¢aginda oldugu
tahmin edilmektedir ve her yil yaklasik 24.000 epilepsili kadin hamile kalmaktadir (38, 39).
Bu kadinlarin ¢ogu hamilelik sirasinda da epilepsi i¢in etkili ve giivenli tedaviye ihtiyag
duymaktadir. Epileptik kadinlar i¢in gebelik; anne ve fetiis sagligina iligkin bir stres donemi
haline gelebilmektedir (40, 41). Hamilelik sirasinda nobet esiginde degisiklige katkida
bulunabilme potansiyeli tastyan ¢esitli fizyolojik, endokrinolojik ve psikolojik parametreler
yer almaktadir. Hamilelik Oncesi ndbet kontroliiniin epileptik kadinlarda, hamilelik
stirecindeki nobet kontroliine iliskin olarak en iyi prediktorii oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle, epilepsili kadinlarda gebelik oncesi planlama siireci stratejik dneme sahiptir (42,

43). Yapilan caligmalar, epileptik bireylerde gebeliklerin yaklasik %50’den fazlasinin



planlanmamis oldugunu ortaya koymaktadir (44). Bununla birlikte, bir¢ok faktdre bagh
olarak bu epileptik gebeliklerin yaklasik %20-%35’inde ise, hamilelik sirasinda nobet siklig1
artabilmekte oldugu belirtilmistir. Epilepsi ve kadin iliskisinde ozellikle dogurganlik
cagindaki kadmlar i¢in gebelik olasilig1 dikkate alinarak, hassasiyetle uygun AEI tedavisi
uygulanmalidir. Dolayis1 ile gerekli fizyolojik degisim ihtimalleri g6z Oniinde
bulundurularak fetal teratojenite ve maternal tam nobet kontrolii icin uygun AEi/doz
miktarinin ayarlanmasi optimum dengeyi noktasini yakalayacak o6zellikte olmasina 6zen
gosterilmelidir (39, 45). Epileptik bireylerin gebelik siireci hem fetiis hem de anne i¢in kritik
ve istenmeyen negatif sonuglara agik bir dénem olabilmektedir. Oyle ki, yapilan
calismalarda gebe saglikli popiilasyona kiyasla epileptik bireylerde maternal 6liim riskinin
10 kat oraninda artis gdsterdigi ortaya konulmustur (46). Pek cok veri, gebelik siirecindeki
ndbetlerin; diistik, 6li dogum, erken dogum, dogum oncesi ve dogum sonrasi kanama, artmis
sezaryen gereksinimi, gelisimsel gerilik ve konjenital malformasyon ile iligkili oldugunu

gostermektedir (27, 47, 48).

Epilepside, ozellikle gebelik siirecinde istenmeyen ndbet olusumlar: esas olarak ii¢
sebepten kaynaklanabilmektedir: birincisi ve en sik goriilenleri 6nceden var olan kontrolsiiz
ndbetler; ikincisi ise yeni baglayan nobetler ve iiglinciisii 6zellikle eklampsi gibi hamilelikle
ilgili bazi durumlarin sebep oldugu nébetlerdir. Bununla birlikte, gebelikte yeni ndbetler
ongoriilemez oldugu icin saglikli gebelik siireci i¢in dogru teshis ve uygun tedavi zorunlu
kilmaktadir. Literatiirde yer alan c¢aligmalarda, yapisal ve metabolik degisikliklerin
(intrakraniyal kanama, serebral venoz siniis trombozu, iskemik inme, beyin timori gibi)
gebelik sirasinda yeni nobetleri hizlandirabilecegini ortaya koymustur (49). Nobetlerin
ortaya ¢ikmasi veya sikligindaki artis, gebeligin diger aylarindan daha sik olarak 6zellikle
peripartum donemde goriilmektedir. Bu durumun yanisira, nébetler ilk veya son trimesterde
artabilmektedir. Bu durum, esas olarak ovum ile iliskili hormonal profildeki hizli degisimler
veya duygusal dalgalanmalara sebep olan rahatsizliklardan kaynaklanmaktadir. Hamileligin
erken doneminde, metabolik veya hormonal degisikliklerle birlikte asir1 kusma epilepsi
tedavisi goren bir kadmin ndbet gegirmesini tetikleyen bir baska neden olabilmektedir.
Ayrica, ikinci ve liglincii trimesterde, gebelikte kan hacminin artistyla iligkili olarak plazma
proteinlerinin kandaki seviyeleri diisebilmekte bu sebeple plazma proteinlerine affinite
gosteren ve serbest AEI konsantrasyonundaki degisimler nobetlerin ortaya ¢cikmasina neden

olabilmektedir (43).



2.1.2.1. Epileptik Gebelerde Antiepileptik Ila¢ Tedavisinin Etkileri

Epilepside farmakolojik tedavi uygulamasinin dezavantaj1 gebelik planlayanlar veya
gebelerde daha belirgin olarak 6ne ¢ikmaktadir. Gebelik fizyolojisine uygun AEI ve
giivenilir doz aralig1 se¢ciminde birgok faktoriin goz oniline alinmasi gerekmektedir. Bunun
temel sebebi ise tedavinin en az iki kisiye ila¢ maruziyetini i¢cermesidir: epilepsili anne ve
dogmamis fetiis(ler). Kontrolsiiz epileptik ndbetlerin etkisi; maternal ve fetal riskler ile
AED’lerin olas1 yan etkileri arasinda dengelenmelidir. Epileptik hamile kadinlarm
tedavisinde dikkate alinmasi1 gereken bircok faktdr yer almaktadir. Oncelikle, hamilelik
siirecinde annenin degisen fizyolojisi nobet kontrolii i¢in kullanilan ilaglarin etki
potansiyelini ve ila¢ dagilimin etkileyebilmektedir. Ozellikle gebelikle eslenik artan viicut
stvi hacmi, AEI’ler i¢in plazmadaki ilag konsantrasyonlarini1 azaltan bir seyreltici etkiye
neden olabilmektedir. Ilerleyen gebelik siirecinde plazma proteinlerine baglanan ilaglarin
plazma albiimin konsantrasyonlarinda azalma, tam plazmadaki konsantrasyonlara goére daha
yiiksek plazma sivisi/ilag konsantrasyon orani degisimleri ndbetlerin dnlenmesinde yetersiz
kalip nobetlere sebep olabilmektedir. Ayrica, cogu gebe kadinda renal klirens artis1 dnemli
sonuglar dogurabilmektedir. Gebelik siirecinde fizyolojik ihtiyaca binayen bdbrek
fonksiyonu ve glomeriiler filtrasyon hizi artar, bu da esas olarak metabolize edilmemis
formdaki atilan AEI’lerin (6rnegin gabapentin ve levetirasem vb.) renal atilim ile viicuttan
attliminin artmasina ve kandaki AEI diizeyinde dalgalanmalara neden olabilmektedir.
Ozellikle metabolizmasinin ilk asamasi sitokrom P450 aktivitesi veya glukuronidasyon
yoluyla olan ilaglar i¢in renal atilim (%50-80) goriiliir. Sorumlu enzimlerin
aktivasyonundaki artis (faz I ve II) genellikle gebeligin erken doneminde baslar ve devam
eder. Bu durum AEI’lerin toplam veya serbest serum diizeyinde azalmasina neden olarak

viicuttaki AEI konsantrasyonun diismesine neden olur (50, 51).

Cogu AEI igin, emilim hiz1 ve derecesi ilag farmakokinetigini gore degisebilmekte
olup gebelik sirasinda fizyolojik olarak mide pH’si, bosalma hizi ve ince bagirsak
hareketliligi (motilite) azalmaktadir. Bu durum AEQ’lerin emiliminde de azalmaya neden
olabilmektedir. Ila¢ emilim diizeyindeki degisim dalgalanmalari, AEi’lerin serum
konsantrasyonunda azalmaya ve bdylece etki potansiyelinde diisiise neden olacaktir. Ozetle
gebelikte meydana gelen fizyolojik degisikliklerin ¢ogu ilaglarin; emilim, yayilim,
metabolizmadan atilimina kadar olan tiim siirecin herhangi bir asamasi ilacin potensini

etkileyebilmektedir (52). Bununla birlikte, AEI’lerin bir¢ogu plasentay1 gecebilmesi



nedeniyle teratojenik yan etkiye neden olmaktadir. Epilepsili gebe kadinlarda yakin
zamanda yapilan sistematik bir derlemede; popiilasyona kiyasla diisiik yapma, antepartum
hemoraji, hipertansif bozukluklar, dogum indiiksiyonu, sezaryen, erken dogum ve dogum
sonrasi hemoraji riski gibi obstetrik sorunlarla ilgili artis oldugunu gostermistir (27).
Fizyolojik stireclerdeki farkliliklardan dolay1 epilepside bir¢ok yonden cinsiyet
dezanvantajina sahip olan kadnlarin bircogu hamilelik sirasinda da AEIQ kullanimina
gereksinim duymaktadir. AEI’ler gebelikte kullanimina iliskin yan etki kategorilerine gore
siniflandirilmis olup, valproik asit D kategorisinde yer almaktadir ve D kategorisi terotejenik
etkileri kapsamaktadir. valproik asit kullaniminin, erken yaslarda baslayip dogurganlik cagi
boyunca kullanim gereksinimi g6z Oniine alindiginda valproik asit tedavisinde dikkat

edilmesi gereken bir¢ok parametre yer almaktadir (53).

Sonug olarak; epilepside cinsiyet faktoriiyle iliskili gebelik ve dogurganlik ¢agindaki
kadinlarda hastaligin seyrini etkileyen ¢ok yonlii farkliliklara neden olabilen bir siire¢ olup,
tedavide kullanilacak olan AEI’lerin farmakodinamigi, teratojenitelerinin ve dzellikle bircok
AEI@’nin etki mekanizmasinda yer alan benzer iyon kanallarini igeren uterus gibi disi iireme
organina etkisinin ¢ok iyi bilinmesi, optimal tedavi planlanmasinda kritik role sahiptir (54,

55).
2.2. Epilepsi Tedavisinde Kullamlan Antiepileptik ilaclar ve Etki Mekanizmalar

Noronal membranda olusan norokimyasal sinyaller bir¢cok farkli iyon kanallar ile
elektriksel aktiviteye doniistiiriilmektedir. Genis nobet siniflarimi  igeren epilepsi
patofizyolojisi tek bir iyon kanali degil temelde tiimiiyle bozulmus néranal aktivitedeki
anormalik sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu bozulmus ndranal homeostazisin sonucunda
tekrarlayan epileptik nobet olusumlar1 epilepsinin klinik ayirt edici 6zelligidir. Epilepsi,
15’ten fazla farkli nobet tiirii ve 30°dan fazla epilepsi sendromu igermektedir (56, 57).
Depresyon, anksiyete ve mortalite riskinde artis olmak iizere ciddi komorbidite ile iligkilidir.
Epilepside birinci basamak tedavi olarak ndbet profilaksisi i¢in AEI’ler kullanilmakta olup,
ndbet olusumunu veya siddetini azaltmay1 amaglayan ancak hastaligin seyrini hafifletmeyen

semptomatik tedavilerdir (58).

Antiepileptikler yapisal ve islevsel olarak farkli tiirlere ayrilmaktadir. Benzer
sekillerde etki gdsteren AEI’ler arasinda klinik kullanimda farkliliklar mevcuttur; birgogu
ndbet kontroliinde basarili olsa da istenmeyen yan etkilere sahiptir. Ilag se¢imi bu nedenle

kismen ampirik kalmaktadir (59). Rasyonel bakildiginda birgok ilag gibi AEI’lerinde biiyiik
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bir kismi farkli yan etkilere sahiptir. Antiepileptiklerin bu ¢esitli organ sistemlerineki etki
potansiyeli, farmokokinetik oOzelliklerine ve doza baghh olarak olduk¢a farklilik
gostermektedir. SSS ve karaciger basta olmak iizere cildin de dahil oldugu bir¢ok sistemi
etkileyebilmektedir (60). Epilepsi i¢in kesin bir tedavi bulunmamakla birlikte hastalarin yas,
saglik durumu ve ozellikle gebelik durumuna gore uygun doz araligi ve optimum ndbet
kontrolii/en az yan etki dengesinde AEI se¢imi hedef noktalardan biridir. Baz1 AEI’lerin
sadece epilepside kullanilmadigi; migren, ndropatik agri, bipolar bozukluk, anksiyete,
depresyon ve diger bir¢ok hastalikta da kullamldig1 bildirilmektedir. Bu durum AEI
kullanim popiilasyon oraninda ciddi artisa sebep olmakta bu sebeple Ozellikle sikca
kullanilan AEI’lerin tiim yniiyle arastirilmasi biiyiik 5nem arz etmektedir (61). 2011 y1linda
yapilan ¢alismaya gore son 30 yilda, yaklasik 15°in iizerinde iiciincii nesil AEI piyasaya
stiriilmiis ve klinisyenlere bir¢cok nobet tiiriiniin tedavisi i¢in daha fazla secenek saglamistir.
Bununla birlikte, ilaca yeni baslayan epilepsili hastalarin yaklagik %70-80’1 mevcut
AEl'lerle remisyona girse de, bu ilaglar hastalarm %20-30’unda nébetleri etkin bigimde
onleyememektedir (62). Epilepsi cerrahisi, bu tip hastalarda 6nemli bir alternatif olmasinin
yanisira ilaca direngli epilepsili hastalarin ¢cogunun ameliyat i¢in uygunluk saglayamamasi
yoniiyle kisith segenek olarak goriilmektedir (2). Hastalarin bir kisminda tam ndbet kontrolii
icin AEI monoterapi uygulamasi uygun veya yeterli olamayabilmektedir. Bu durumun
sebeplerinden biri de olusan desarjlarin beyin hemisferlerinin birden fazla boliimiini
etkileyebilmesi ve bu nedenle birden fazla etki mekanizmasina sahip AEI kombinasyonunun
uygulanmasina gereksinim duyulabilinmesidir. Bu nedenle epilepsi tani tiirline bagli olarak
ndbet kontrolinde AEI politerapi uygulamasi bazi durumlarda uygun segenek
olabilmektedir (59). Antiepileptiklerin ¢esitli etki mekanizmalarinin birgogu halen daha tam
olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen, temel olarak amaglanan ideal etki mekanizmast;
noronlarin uyarilabilirligini spesifik olarak modiile etmek icin ¢esitli molekiiler hedeflere
yonelik 6zellikte, nobet kaynakli noronlaral bolgede anormal sinyallesmeyi inhibe ederek
normal olan kisimdaki néronal aktiviteyi bozmadan bloke edebilmektir. Buna ragmen ¢ogu
AEI’nin etki mekanizmasi spesifik degildir; genis spektrumlu aktiviteye sahip olmasi farkls
hedef reseptorleri etkilemesine ve bu sebeple ilgili reseptoriin bulundugu bolge veya hiicreyi

etkileyerek sedasyon gibi farkli durumlarn tetikleyebilmektedir.

Antiepileptikler i¢in hiicresel seviyede, li¢ temel mekanizma tanimlanmistir; voltaj
kapili iyon kanallarmin modiilasyonu (sodyum iyonu (Na®), kalsiyum iyonu (Ca*?),

potasyum iyonu (K") veya membran stabilizasyonu (sodyum kanal blokerleri gibi), y
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aminobiitirik asit (GABA) aracili inhibitor nérotransmisyonun artmast (GABA mimetikler
gibi) ve uyarici transmisyonun azalmast (N / P / Q-tipi kalsiyum kanal blokerleri,néronal
sinaptik vezikiil glikoproteini 2 A (SV2A) ligandlar1 gibi), iyonotropik glutamat reseptdrleri
gibi etki hedeflerine sahiptir. Iyon kanallarinin aktivitesi fizyolojik homeostazis i¢in oldukca
onemlidir. Iyonlarin hiicre icine ve disina akis1, iyon kanallarmin farkli gecirgenligi ve gegisi
ile kontrol edilmektedir. Na* ve Ca* kanallar1 uyarilmada, K* ve klor iyon (CI") kanalinin

acilmasi ise inhibisyonda 6nemli rol oynamaktadir (63).

Genel olarak AEI’ler; néronal aksiyon potansiyeli (AP) iizerindeki etkilerine veya
noronal impuls olusumunun post-sinaptik inhibisyonuna gore kategorize edilmektedir.
Bununla birlikte, klasik nesil ve yeni nesil AEI olmak iizere kategorize edilmislerdir. Klasik
nesil (birinci nesil) AEI’ler yeni nesile oranla sinirli spektruma sahip daha eski yildan beri
kullanildig: i¢in birgcogunun belirgin yan etkisi daha iyi sekilde ortaya konulmus olup yeni
nesil (ikinci nesil) AEI’ler ise etki mekanizmalar1 acisindan bazi ndbet tiplerinde daha
avantajli profile sahip diisiik etkilesim potansiyeline sahiptir. Bunlara ek olarak, son

zamanlarda {iciincii nesil AEI kullanima girmis olup bir kismu degerlendirme asamasindadir.
2.2.1. Birinci Nesil Antiepileptik Ilaclar ve Etki Mekanizmalari

Birinci nesil AEI’ler néronal AP nin inhibisyonu gibi, tipik olarak ndbetin elektriksel
yayllmasinda rol oynayan voltaj-kapili 1yon kanallarin aktivasyonuna odaklanan
mekanizmaya sahip olup yan etkileri ikinci nesile oranla daha fazladir. Baslica etki

mekanizmalar1 6zetlenecek olursa:

Sodyum kanal blokaj1 (hizli aktive olan); Sodyum kanallarinin inhibisyonu, birinci
nesil AEI’lerin en yaygi etki mekanizmasidir. Sodyum blokeri ajanlar, depolarizasyondan
sonra inaktive edilmis voltaj kapili sodyum iyon kanalina baglanir ve sodyum gegirgenligini
degistirerek hiicre igine Na' girisini azaltir. Bu durum, siklikla uyarilmis noronlarin
inaktivasyon (veya refrakter) periyodunda bir artiga neden olur. Birinci nesil AEI’lerden
fenitoin (PHT), karbamazepin ve valproik asit (VPA) gibi ajanlar ve ikinci nesil AEI’lerden
okskarbazepin ve lamotrijin bu etki mekanizmasina sahiptir. Na* kanal blokerinin en temel

ornegi; voltaj kapili sodyum kanallarini bloke eden fenitoindir (64-66).

GABA reseptorleri ve klor kanallarmin inhibe edici etkisi; birinci nesil AEI’lerde
yaygin goriilen diger etki mekanizmasidir. GABA agonistleri, katyon akisini degistirmek
yerine klor kanallarin1 acarak noéronu hiperpolarize ederek aktive edilmis ndronlarin

depolarize durumunu ortadan kaldirir (64).
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Voltaj kapili potasyum kanallari; bu kanallar, hiicre zarin1 repolarize eder, ndronlarda
input-output arasindaki dengeyi modiile ederek uyarilabilirligin kontroliinii saglar. K*

kanallarinin agilmasi néronal uyarilabilirligi baskilamaktadir (67).

Kalsiyum kanal blokaji; kalsiyum kanallar1 presinaptik noronlarda belirgindir ve
noronal depolarizasyonda rol oynar. Kalsiyum kanallar1 bir¢ok farkli alt tipe sahiptir.
Yiiksek voltajla aktive olan (YVA) kanallari, giiglii depolarizasyonlara yanit vermekte ve
hem pre-sinaptik nérotransmiter saliniminda (N-, P / Q- ve R-tipi) hem de somatodendritik
seviyede (L-tipi) sinaptik inputlarin islenmesinde rol oynamaktadir. Aksine, diisiik voltajla
aktive olan kanallar, istirahat membran potansiyelinde veya istirahat potansiyelinin de
altinda orta diizeyde depolarizasyonlara yanit olarak agilir ve gecici (t-tipi) akimlara yol
acarlar (68). Ozellikle talamusda yer alan t-tipi Ca' kanallarinin jeneralize absans
epilepsisinde rol oynadig1 diisiilmektedir. Valproatin, bu t-tipi Ca*? kanallarinda benzer
aktiviteye sahip oldugu goriilmekte olup ve absans ndbetleri onlemede etkili oldugu
belirtilmistir (69). Ayrica, yeni nesil AEI olan levetirasetamin (LEV) temel etki
mekanizmasmin disinda, N-tipi Ca*? akimlarma kismi bir blokaja sebep oldugu da ortaya

konulmustur (70).
2.2.1.1. Valproik Asit

Valproik asit, “sodyum valproat” etken maddesi i¢eren uzun siireli klinik gecmisi
olan, genis spektruma sahip birinci nesil AEI’lerdendir. Hem iyon kanallari hem GABA
diizeyinin degisimini kapsayan etki mekanizmasina sahiptir. GABA, beyindeki ndronlar
arasindaki uyar1 iletimini inhibe ederek sakin hissetmemizi saglayan amino asit ve
norotransmitterdir. Voltaj kapili Na® kanallarm bloke ederek ve Ca™ bagimli potasyum
kanal 1iletkenligini etkinlestirerek siirekli tekrarlayan yiiksek frekansli uyarilmay1
azaltmaktadir. Valproik asit, %90 oraninda plazma proteinine baglanma 6zelligine sahiptir.
Bu sebepten, plazma proteinine afinite gosteren diger ilaglarin yerini alabilmekte ve
etkinliklerini azaltmaktadir. Valproik asit, sitokrom P450 sistemini inhibe eder ve bu sistem

aracilifryla metabolize edilen AEI diizeyini arttirir.

Genel olarak, jeneralize, tonik-klonik, miyoklonik, absans ve parsiyel gibi epileptik
ndbet tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir (71). Sadece epilepsi degil; antikonviilsan,
bipolar bozukluklarda, néropatik agr1 ve sizofreni gibi farkli tedavilerde de kullanilmaktadir.
Psikiyatrik ve norolojik bozukluklardaki kullanimina iliskin olarak pre-klinik ve klinik

caligmalar sonucunda VPA’nin dopaminerjik ve serotoninerjik iletimi modiile ettigi
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bulunmustur (72, 73). 1970 ten beri teratojen oldugu kabul edilmis olup VPA’nin bu yoniine
iligkin bir¢cok calisma yapilmistir. Hamilelik sirasinda o6zellikle ilk trimesterde kullanimu,
genel olarak “fetal valproat sendromu” olarak adlandirilan ¢oklu dogum kusurlarina neden
olabilmektedir. Bu durumun temel sebeplerin biri de VPA’nin, plasentadan gecip bir dizi
konjenital anormalliklere neden olabilmesidir (74, 75). Elli yillik ge¢mige sahip olan ve hala
nobet onlemede kullanimina gereksinim duyulan VPA; jeneralize veya fokal nobetleri
olanlar i¢in giivenli bir intravendz segenektir. Epilepsi disinda, migren profilaksisinde anti-
nosiseptif olarak ve daha da ilginci son calismalarda kanser tedavisinde pozitif bir

kemoterapi modiilatorii olarak genis etki potansiyeli yoniiyle dikkat cekmektedir (76).
2.2.1.2. Fenitoin

Yaklastk 1939°da “Amerikan Gida ve Ilag Dairesi” (FDA) fenitoinin epilepsi
tedavisinde kullanilmasi i¢in onay vermistir. Etken maddesi “fenitoin sodyum” olarak
bilinen bu AEI’in genel etki mekanizmasi; voltaj bagimli Na® kanallarmin dinlenim
durumuna dénme hizin1 yavaslatarak, noronal refrakter periyodu uzatmak i¢in Na* kanalinin
inaktive edilmis durumunu uzatir. Bdylece, membranin elektriksel uyarilabilirligini
azaltarak, sonuc¢ta membran stabilizasyonunu sagladigi bildirilmistir. Fenitoinin, voltaj
bagimli Na* kanallarma etkisi antikonviilsan 6zelligini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte,
noronlart hizla inaktive olmasini saglayan (T-tipi) Ca*? kanallarim inhibe ederek; sinapsta
Ca*?’a bagimli bir mekanizma olarak ndrotransmiter saliverilmesi ve postsinaptik yanitlari
etkileyebilmektedir. Ayrica, yiiksek voltajla aktive olan Ca** kanallarrm bloklayarak
presinaptik ndrona Ca’? iyon girisini azaltir ve bdylece glutamat salinimini inhibe
etmektedir. Esas antiepileptik etki mekanizmasi ise, noronal hiicre membranlarinin
fonksiyonunu stabilize ederek ve inhibitdr norotransmitterlerin; serotonin (5-HT) ve GABA

seviyelerini arttirarak gosterdigi diistintilmektedir (77).

Kisith terapotik ozelligine ragmen fenitoinin giincel kullanildig1 endikasyonlar;
jeneralize tonik-klonik nobetler, kompleks parsiyel nobetler, status epileptikus, trigeminal
nevralji ve davranis bozukluklaridir. Oral formda fenitoin kullanimi nébet 6nlemede yeterli
olmadig1; konviilzif status gibi akut nobet durumlarinin tedavisinde daha etkin potansiyele
sahip olmas1 yoniinden intravendz formu iyi bir segenek olabilmektedir (78). Fenitoin,
plazma proteinine yiiksek oranda baglanma (%85-90) yoni ile valproik asitle benzer
farmakokinetik 6zellige sahiptir. Ayrica, hidroksilaz enzimleri ile karacigerde biiyiik oranda

metabolize edilmektedir. Ozellikle gebelik siirecinde, serum-fenitoin konsantrasyonlarinda
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azalma, genellikle ilk trimesterde baglamakta ve iiclincii trimesterde daha belirgin hale
gelmektedir. Bu nedenle, gebelik siirecinde etkin doz miktarinin ayarlanmasi ve takibi

oldukca dnemlidir (79).
2.2.2. Yeni Nesil (ikinci Nesil) Antiepileptik ilaclar ve Etki Mekanizmalar

Baz1 yeni nesil AEI’ler klasik anti-epileptik olan birinci nesile gore daha diisiik ilag
etkilesim potansiyeline sahiptir. Ilag etkilesimlerinin ve yan etkilerinin daha az goriilmesi
ayrica daha az enzim indiiksiyonuna sebep olmalar1 yeni nesil AEI secimini avantajli hale
getirebilmektedir. Bununla birlikte birinci nesilin etki mekanizmalar1 arasinda yer alan
primer tercih edilen hedef iyon kanallarina (kalsiyum kanal blokaji gibi) da etki eden
mekanizmaya sahip olabilmektedirler. ikinci nesil AEI’lerin baslica etki mekanizmalar

Ozetlenecek olursa:

Sinaptik vezikiil proteini 2A (SV2A) inhibisyonu; Noronlarda, endokrin hiicrelerde
ve bagisiklik hiicrelerinde bulunan glikoprotein membraninda SV2A salgi vezikiilleri yer
alir. Levetirasetam, SV2A’y1 inhibe edebilen birka¢ ajandan ilkidir (80). NMDA reseptor
blokaji: N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri, membranla iligkili post-
sinaptik kalsiyum kanallar1 tizerinde etki ederek uyarilmayi baskilar (81). Na" kanal blokaji
(yavas inaktivasyon): Hizli inaktivasyonu, siklikla ateslenen noronlar iizerinde etkiye sahip
olma egilimindeyken, uzun siireli depolarizasyona sahip noéronlarda yavas inaktivasyon
meydana gelir. Yavas inaktivasyon muhtemelen Na* kanalinda uzun bir siire i¢inde gelisen

yapisal bir degisikligi icermektedir (82).

GABA transaminaz inhibisyonu; GABA’nin yapisal bir analogu olan vigabatrin,
sinaptik boslukta GABA’nin parcalanmasindan sorumlu enzim olan GABA-transaminazi

inhibe ederek, inhibisyonda 6nemli rol oynayan GABA konsantrasyonlarini arttirir (83, 84).

Ca™? kanal blokaji; Gabapentin gibi pregabalin de SSS’deki voltaj kapili Ca*?
kanalinin alfa2d alt birimine baglanir. Pregabalin, glutamat (uyarict ndrotransmiter),
noradrenalin ve P maddesi gibi ndérotransmiterlerin salinimini azaltarak inhibisyon yoniinde

etki olusumu saglar (85).
2.2.2.1. Levetirasetam

Yaklasik 2000 yilindan gilinlimiize kadar kulanilmakta olan doneme ait yeni nesil
AEI sinifinda yer alan levetirasetam; epilepsi tedavisinde tibbi olarak kullanilan rasemik

bilesik etirasetamin (S)-enantiyomeridir. Fokal veya parsiyal ndbetler i¢in (6zellikle

15



yetiskinlerde ve dort yas ve iistii ¢ocuklarda) yardimci tedavi, miyoklonik nébetlerin (12 yas
ve Ustll hastalarda) ve yetiskinlerde ve ¢ocuklarda (alt1 yas ve iistii) primer tonik-klonik

nobetlerin tedavisinde esas tedavi ajan1 olarak kullanilmaktadir (86, 87).

FDA, 2006 yilinda intravenéz LEV’1, oral formiilasyonun nébet kontroliinde basarili
olmadigi durumlarda 15 yasindan biiylik hastalarda kullanimi i¢in onay vermistir. Etki
mekanizmasinin temelde diger AEI’lerden farkli olmas: ve kimyasal etkilesiminin nispeten
az olmasi epilepsi tedavisinde LEV’1 bir adim 6ne tasimaktadir. LEV, kismi oranda plazma
proteinlerine baglanmakta olup biiyiik oranda bobrekler tarafindan atilmaktadir. LEV’in,
one cikan ve en dnemli 6zelliginden biri olan kategorisi “C smifina” sahip olan bir AEI
olmasidir yani teratojenik olmayan gruptadir. Gebeler i¢in giivenilir profile sahip LEV’in,
trimesterde maternal serum seviyeleri dnemli Olclide diisebilmekte ve klirensi gebelikte
belirgin olarak artmaktadir. Bu sebeple gebelikteki uygun doz karari oldukca onemlidir.
Yapilan ¢aligmalar sonucu LEV’in maternal kullanimini takiben hi¢gbir 6nemli konjenital

anormallik bildirilmemistir (88).

Norogelisimsel yonii ile ilgili yapilan hayvan ¢alismalarinda; terapotik kullanilan
dozlarin iizerinde bile ndronal apoptozu indiiklememesi ve LEV dahil oldugu genel
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu avantaji, gebelerde kontrol altina alinamayan epileptik

nobetlerin 6nlenmesinde LEV’in potansiyel bir ilag olabilecegini gostermektedir (89, 90).

Birinci nesil bir AEI olan VPA ve LEV ile ilgili ¢alismada; normal populasyonla
karsilastirildiginda LEV maruziyeti olan ¢ocuklarda gelisimsel olarak aralarinda bir fark
olmadigi, fakat VPA maruziyeti olanlarin, LEV’dekilere kiyasla gelisimlerinin geri oldugu
saptanmistir. LEV’in tiim giivenilir profili g6z oniiniine alindiginda, hassasiyet gerektiren
idiopatik jeneralize epilepsili ve dogurganlik ¢agindaki kadinlar i¢in diger AEI’ler arasinda

on plana ¢ikmaktadir (91, 92).

LEV’in etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte, SV2A’ya baglanarak
vezikiil i¢inde depolanan ndrotransmiterin salinmasini modiile ettigi 6ne striilmiistiir (93).
Yapilan in vitro calismalarda ise N-tipi Ca*? kanallarini kismi olarak bloke ederek intrandral
depolardan Ca*? salmimini azalttigi goriilmiistiir. Ayrica, AP’ni membran dinlenim
potansiyeline stabilize eden bu modiilasyonda goérevli olan igeri dogrultucu potasyum
kanallar “/ng: inwardly rectifying potassium channels” (Kir kanallari) ile iligkili oldugu 6ne

strtilmistiir. LEV’in, Kir kanallarinda K" akimlarini azaltarak, tekrarlayan yeni AP olusum
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frekansinin azalmasina ve olusan AP siiresinde hafif bir uzamaya yol agtig1 diistintilmektedir

(94-96).

LEV’in genis etki spektrumu ve ozellikle giivenilir yan etki profili farkli klinik
durumlar i¢in de kullanimina olanak saglamistir. Bununla iliskili olarak yapilan deneysel
caligmalardan biri de sicanlarda duyusal noronlarin uyarilabilirligine etkisinin
incelenmesidir. Elde edilen bulgular sonucunda, potasyum kanallarinin aktivasyonunu ve
Ca™? girisinin inhibisyonunu iceren mekanizmas ile agr1 tedavisi modiilasyonunda LEV'in

anti-nosiseptif etkisinin oldugu kanitlanmistir (97).

Bir baska ¢alismada da in vivo davranis testleri sonucunda, noropatik agrida terapdtik
etkisini diislindiiren bir anti-hiperaljezik etkiye neden oldugunu gostermektedir (98). Bunun
yanisira, LEV’in antikonviilsif olarak kullanimina iliskin calismalar da yapilmistir.
Levetirasetam varliginda hiicrede asidifikasyon gelistigi ve bu asitlesmenin muhtemelen
Na"’a bagimli klor/bikarbonat (Cl'/ HCO3") degis tokus pompasinin blokajiyla hiicre digina

atilamadigi bu nedenle hiicre i¢i pH’yi diisiirdiigii diistiniilmiistiir (99).

Yukarida bahsedilen deneysel ¢alisma sonuglarina benzer olarak LEV de dahil olmak
lizere tiim AEI’lerin epilepsi hakkinda bilinenlerin ¢ogu deneysel hayvan modellerinden
saglanmistir.  Gerek etik smirliliklar  gerek epilepsinin  tetiklendigi  bolgenin
incelenmesindeki kisitlililar deneysel hayvan model kullanimimi gerekli ve degerli
kilmaktadir. Deneysel arastirmalar sonucu elde edilen bilgiler 1s18inda klinik kullanima

yonelik kisa zamanda preklinik bilgi elde edilmesi kazanimlarini arttirmaktadir.
2.3. Deneysel Epilepsi Hayvan Modellerine Genel Yaklasim

Epilepsi, epileptojenik bircok parametre (genetik, ndrolojik ve psikolojik gibi) ile
karakterize biiylik oranda hasta popiilasyonuna sahip, halen daha radikal tedavi segenegi
olmayan ve viicut fizyolojisine uyumlu giivenilir kullanima sahip ajan secenegi olduk¢a
kisitlt bir hastaliktir. Genelde farmakoterapi ile tedavi secenegi primer segenek olarak yer
almaktadir. Ayrica, vagus sinir stimiilasyonu gibi bir diger tedavi segeneklerinden biri olan
cerrahi tedaviye epileptik hasta profilinin uygunlugunun smirli olmasi nedeniyle AEI

tedavisi On plana ¢ikmaktadir.

Gilinlimiize kadar olan siirecte bircok deneysel epilepsi modeli gelistirilmistir. Bunlar
hayvanlarda fiziksel ve mekaniksel eksitatorler (elektriksel, basing, soguk), konviilsan

ajanlar, cerrahi lezyonlar gibi bir uygulama sonucu olusan modeller olup insana benzer
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nitelige dogustan sahip olma imkan1 sunan genetik modeller ise kendiliginden olugsmaktadir.
Genetik hayvan modellerine genel olarak bakildiginda; belirli bir zaman dilimi sonrasinda
nobet olusumuna neden olabilecek herhangi bir ajan uygulamasi veya miidahale
yapilmaksizin kronik insan epilepsisinine benzeyen bir patofizyoloji ile spontan nobet
olusumu ve davranislarinin oldugu ideal arastirma modelini yansitan 6zellikte oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica cerrahi uygulama ile yapilan arastirmalardaki goniilli hastalarda,
bazi cerrahi olarak miidahale ile invaziv kayitlara veya eksize edilmis dokulara hastalardan
neredeyse hi¢ erisilememesi ve bu alt yapinin insanlarda arastirilmasmin kisithiligina

potansiyel secenek olmasidir.

Sonug olarak, malesef halen daha yeni terapétik tedavilerin varliginda bile epilepsi
poplilasyonun énemli bir kismi1 kontrol altina alinamayan ndbetlerle muzdarip yagamaktadir.
Birgok ilag kategorisinde oldugu iizere, AEI’lerin gelistirilmesinde hayvan modelleri
kullanilmakta ve giivenilirlik-etki potansiyeli iliskisi Ongiiriistine gore goniilli hasta
popiilasyonuna uygulanmaktadir. Bu nedenle epilepside genetik hayvan modelleri
kullanilarak elde edilen preklinik veriler ndbet kontroliinde sik¢a kullanilan AEQ’ler i¢in de

optimum kullanim stratejisi olusturabilmenin énemli parcasidir.

Tez calismasinda, arastirma konumuza uygunlugu ve arastirma igin segilmis AEI
uygulamasi ile elde ettigimiz preklinik bulgularin klinik yaklasimda uyumu igin genetik
model olan absans tipi nobet ve/veya jeneralize genetik epilepsi karakterine sahip WAG/Rjj

(Wistar Albino Glaxo from Rijswijk) irki siganlar kullanilmigtir.
2.3.1. Jeneralize Absans Epilepsi Hayvan Modelleri

20. yiizy1lin ikinci yarisindan bu zamana kadar, insan epilepsisinin 6zelliklerini taklit
eden dogustan spontan nobetlere sahip genetik epileptik sicanlar (kemirgen), epilepsinin
patogenetik mekanizmalarin1 ve potansiyel terapdtik hedeflerini incelemek amaciyla
kullanilmaktadir (100). Kemirgen olmayan tiirler de nobetleri ve epilepsiyi incelemek icin
kullanilmistir. Dogal olarak ortaya c¢ikan veya uyarilmis epilepsiye sahip kediler ve
kopekler, AEi’leri ve tedavileri test etmek i¢in kullanilmistir (101, 102). Ancak insan
epilepsisinin kendiliginden ve tekrarlayan ndbetlerini taklit edemedikleri i¢in kullanimi
kisith kalmistir. Absans tipi ndbet; ani baglayan-sonlanan, kisa siireli, hafif motor bulgularin
goriildigi ve “farkindalik kayb1” ile karakterize olan jeneralize nobetlerdir.

Elektroensefalografide (EEG) iki tarafli, senkron, simetrik, 3-4 Hz diken-dalga desarjlari
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(DDD) goriiliir, temel aktivite normaldir. Bu desarjlar ortalama 10-20 saniye olup giin i¢inde

sikca, uyku-uyaniklik arasindaki donemde ve dinlenme sirasinda olusmaktadir (103).

1980 yillarinda, epilepsi ile ilgili calisan Fransiz arastirmacilar Vergnes ve
Marescaux yetistirdikleri Wistar 1rki1 sigan grubunun belirli bir kisminda farkliliklar
oldugunu gozlemlemis; bilateral ve tiim kortekste goriilen senkronize diken ve yavas dalga
desarjlarina sahip oldugunu yaptiklari arastirma sonucu ortaya koymuslardir (104).
Sicanlarin bu desarjlar sirasinda, hareketsiz durduklarini ve bu epizotlarin insanlardaki
jeneralize, konviilsif olmayan absans veya “petit-mal” epilepsisi nobetlerine benzedigini
gozlemlemislerdir. Fakat, bu si¢anlarin tiimiinde bu tip desarj goriilmedigi i¢in, DDD
olanlar segip ¢iftlestirerek bu 6zellikteki sigan sayisini arttirip, birkag nesil sonrasinda tiim

hayvanlarda DDD goriildiigii bir sus elde etmislerdir (105).

Ik olarak 1982 yilinda, GAERS (Genetic Absence Epileptic Rats from Strasbourg)
kesfedilmis (104) ve bundan dort yil sonra ise, WAG/Rij 1rki siganlar rapor edilmistir (106).
Tipik absans ndbeti ve/ veya jeneralize genetik epilepsi Ozelliklerine sahip ve deneysel
arastirmalarda sik¢a kullanilan modeller; kalitsal olarak absans tipi nébetler (non-konviilsif,
spontan diken ve yavas dalga desarjlar ile karakterize olan GAERS ve WAG/Rjj 1rki siganlar
genetik hayvan modelleridir. Genetik hayvan epilepsi modellerinin diger hayvan
modellerine kiyasla 6ne ¢ikan avantaji, noébetlere yol acan spontan veya indiiklenmis genetik
modifikasyonlarin yani epilepsinin nesilden nesile aktariminin oldugu insandaki epilepsi

stirecine en yakin model olabilmesidir (107).

WAG/R]j genetik epileptik siganlar, kortikal EEG kayidinda spontan, bilateral ve
senkron diken-dalga desarjlar1 gosteren Wistar 1rki sicanlarin “inbred” (kardesleri ile
ciftlestirilmesi) yoluyla iiretilmesi ile elde edilmis genetik absans epilepsi yatkinlig
olusturulmus bir sustur. WAG/R1Jj sicanlarin epileptik olmayan (normal) benzerleri, normal
(outbred) ciftlestirme ile olan Wistar 1irki siganlardir. WAG/R1j ve GAERS Sicanlar1 absans
epilepsinin kanitlanmis genetik modelleridir. EEG’deki DDD’ler dahil benzer 6zellikleri
paylagsalar da GAERS susu sicanlarin maksimum sayidaki verilen uyariya ragmen
jeneralize nobetlerin goriildiigii 3-5. evre seviyesine ulasamadiklar1 ve WAG-Rij susu
sicanlarin ise %57’ sinin 3-5. evre seviyesine ulastig1 ayrica 2. evre seviyesinde kalanlarda
ise DDD siirelerinin kindled olanlara kiyas ile daha uzun oldugu yapilan deneyler sonucu
goriilmiistiir (108). DDD'ler genellikle “davranis durmasi” olarak adlandirilan yani

hayvanlarin faaliyetlerinin kesintiye ugradigi durum ile iliskilidir. Hem WAG/Rij hem de
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GAERS si¢anlarda biyik tiiylerinin ve/veya ¢ene kaslarinin ritmik sekilde segirmesi siklikla
gozlemlenmekte olup, DDD’ler sirasinda da boyun kas tonuslarmin azaldigini (bas
kisiminda sallanma) ve sonunda tekrardan normale déndiigii goriilmiistiir (109-111). Ifade
edilen bu fonsiyonel ve yapisal degisimlerin tiimiine benzer, DDD spontan nobetler

stiresince insandaki absans epilepsiye eslenik patogenezi yansitan farkliliklar goriilmektedir.

Iyi bir epilepsi hayvan modeli, onu insandakine benzer sekilde en iyi taklit edebilen
ona en yakin model olabilmesi i¢in; benzer noropatoloji ve etiyoloji, spontan ndbet,
tetikleyici etken sonrasinda latent donem ve benzer ndbet karakteristiklerini
yansitabilmelidir (100, 112). WAG/Rij sicanlarin sahip oldugu absans epilepsi belirli
modiilator aktivasyon ile ortaya ¢ikan bir dizi patofizyolojik siireci igermekte olup bu siireg
insanlardaki absans epilepsi formuna optimum benzerlik gostermektedir. Bu sebeple tez

calismasinda genetik epileptik olan WAG/Rij hayvan modeli kullanilmigtir.

Genetik hayvan modelleri, epilepsiye neden olan tetikleyici olay1 takiben bir¢ok
genin aktive oldugu, akut ve noronal hasarla beraber, aksonal ve dentritik plastisitenin
gerceklestigi bir siirece olanak tanimasi nedeniyle insanda goriilen epilepsi ndropatolojisini

ve etiyolojisini en yakin sekilde yansitan insanin ideal modeli oldugu belirtilmistir (113).
2.3.1.1. WAG/Rij Sicanlarin Fizyolojisi

Wistar kokenli bir itk olan WAG/R1j, jeneralize absans epilepsisinin yaygin olarak
kullanilan ve onaylanmis bir genetik modelidir (107). Bu susa ait 2-3 aydan biiyiik tim
sicanlarin kortikal EEG’sinde eszamanli ve bilateral DDD’ler (7-10 Hz) gelismeye baslar.
Elektrofizyolojik belirtilere ek olarak, insan absans epilepsisinde oldugu gibi bu DDD
varligina eslik eden davranissal farkliliklar; biyik segirmesi epizodlar: ve hizli nefes alma,
bas kisminin egilmesi ve siklikla insan absans epilepsisinde oldugu gibi goz segirmesi ve
uyku deprivasyonu ile DDD’larin tetiklenmesi, absans ndbetlerin EEG bulgulari sirasinda
istemli hareket potansiyeli ve cevap diizeyinde azalma, AEI’lere cevap, beyin sap1 ve én
beyin yapilarinca modiile edilen kortiko-talamo-kortikal dongiiniin tutulumu gibi bulgularla

gostermektedirler (114-116).

Genetik epilepsi modeli olan WAG/Rij’da insandakine benzer olarak belirli ndbet
frekans1 ve baglangic yasina sahiptir ve baslangic yasi tiim (erkek ve disi) WAG/Rjj
siganlarda puberte donemi yani genel kabul olarak yaklasik alt1 aylikken EEG’de ortalama
bes saniye sureli (1-30 saniye araliginda), saatte 16-20 desarj olacak sekilde DDD larimin

oldugunu gostermektedir. Zaman i¢inde siganlarda da nobetlerde artig goriilebilmekte olup
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bu insandaki direngli epilepsi formuna benzemektedir (117). DDD’lerin uyusukluk ve hafif
yavas dalga uykusu sirasinda ortaya ¢ikma egilimi, insanlarda gozlemlenenlere ¢cok yakindir.
WAG/Rij dahil olmak iizere cinsiyete iliskin duruma ilgili yapilan ¢alismalar, absans
epileptik hayvan modellerinde fenotipte goriilen semptomlarin cinsiyete bagli net bir

etkisinin olmadigi goriilmiistiir (118, 119).

Genetik bir absans epilepsi modeli olan WAG/Rij siganlarin, epileptik olmayan
siganlara kiyas ile farkliliklarin var olup-olmadigini test etmek i¢in birka¢ calisma
gergeklestirilmistir. WAG/R1j sicanlarda yapilan bu ¢alismada, HCNI1 kanal ekspresyonun
azalmakta oldugu bulunmustur. Neokortikal HCNI1 iglevinin bu kaybi, kortikal
uyarilabilirligin artmasina neden oldugu saptanmistir (120-122). Absans nobetlerinin ortaya
cikmasini tetikleyen calismalar, T-tipi Ca*? akimlarmin aktivitesi ile iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir. Yapilan galismada, hem WAG/Rij hem de GAERS de T-tipi Ca*® kanalmin
dalga ampliitiidiinde artis oldugu tespit edilmistir (123, 124).

Sonu¢ olarak, WAG/Rij si¢anlarin ge¢misten itibaren epileptik model olarak
incelendiginde absans epileptogenezini yansitma potansiyeli yiiksek bir hayvan modeli

oldugu belirtilmistir (125).
2.3.1.2. WAG/Rij Sicanlar icin Kontrol Olarak Wistarlar

Epilepsi patofizyolojisideki olaylar biitiiniiniin agiklanmasinda kullanilan epilepsi
modelleri siklikla hayvan modelleri bir wild tipi veya bir diger inbred kontrol soyu veya 6zel
bir “line” ile karsilagtirilir. Arastirmalarda ideal kontrol irkin1 kullanmak olduk¢a 6nem
tasimaktadir. WAG/R1j, absans epilepsinin yaygin olarak kullanilan ve onaylanmis bir
genetik modeli olup esas olarak Wistar irkindan koken alan bir irktir (107). Bu nedenle
WAG/R]j sicanlarin inbred edilerek iiretildikleri ayni ata soyu olan Wistar Albino siganlari
kontrol olarak segilmesi uygun goriilmiistiir. ideal olan, kontrollerin WAG/Rij siganlara
benzer genetik zemine sahip olup absans epilepsi semptomlari olmayan WAG/Rij sigan
kolonisi olmasidir. Ancak, DDD olmayan WAG/Rij olmamasiyla beraber ¢alismada sadece
absans epilepsisi olan WAG/Rij si¢anlar ve herhangi bir epileptik ndbet bozuklugu olmayan

yani fenotip olarak ndbetsiz Wistar 1rki siganlar kullanilmigtir.
2.4. Diiz Kas Fizyolojisi

Diiz kaslar, viicudun bir¢ok yerinde bulunabilen, ¢cogu kan damarlari (vaskiiler diiz

kas) veya hava yolu gibi i¢i bos organlarin duvarlarinda bulunan istemsiz (otonom) kasilan
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ig (mekik) sekline hiicrelerden olusan bir morfolojiye sahip dokulardir. Tek cekirdekli ve
iskelet kasina oranla diiz kas daha az mitokondri sayisina sahiptir. Hiicreler, filamentler
(ince, kalin ve orta), yogun cisimler ve yogun bantlar bigiminde karmasik bir yapisal ve
kasilma protein ag1 igerir. Bu yapilarin tiimii dokunun kasilma islevinde 6nemli role
sahiptirler. Diiz kas hiicrelerinin plazma zarlarinda hiicre baglantilar1 ve kaveol gibi 6nemli
yapisal oOzellikler bulunur. “Kaveol” adi verilen cep seklindeki bu yapilar, hiicre
sarkolemmasinda uzunlamasina siralanmis halde bulunurlar. Diiz kasta, iskelet kasindaki T
tiibiillerinin yerine “kaveol” yapis1 yer almaktadir. Kaveol i¢indeki plazma zar1 bolgeleri,
cok sayida zar reseptorii (muskarinik ve adrenerjik reseptorler dahil), ikincil haberci
(fosfolipaz C gibi), G proteinleri, kinazlar ve birbirine yakin iyon kanallar1 igerir. Boylece
bu yapi, kasilma dahil olmak {izere hiicresel aktivitenin diizenlenmesi i¢in 6zel bir alan

yaratir (126, 127).

Hiicreler arasinda yer alan yarik baglanti bolgelerine ise gap kavsaklari (Ing: “gap
junction”) denilmektedir. Gap kavsaklar1 diisiik dirence sahip, paralel membranlar arasinda
yalnmizca 2-4 nm’lik bir boslukla bitisik hiicreler arasindaki iyonik/elektriksel baglantiy1
saglamaktadir. Bu kiigiik bosluk, iki hiicrenin sitoplazmasini birbirine baglayan iyonik
kanallar olusturmak igin her hiicre zar1 {izerindeki konneksonlarin (alt1 koneksin dairesel bir
dizisi) eslesmesine izin verir. Gap kavsaklari denilen bu yarik baglantilar, AP’nin bir

hiicreden diger hiicrelere iletilmesini (sinsityal ileti) saglarlar (128, 129).

Diiz kas hiicrelerinin sitoplazmast boyunca dagilmis ve a-aktin bakimindan zengin
olan yapilar “yogun cisimler” olarak adlandirilir. Ara filamentlere ek olarak, ince (aktin)
filamentlerle birlesirler; aktin ile yogun cisimlerin a-aktinin arasindaki bu iligki, ¢izgili
kaslar i¢indeki Z cizgilerinde goriilenle ¢ok benzerdir. Aktin filamentler, alfa aktinin ile
yogun cisimlere baglanir (130, 131). Ince / aktin filamentler, diiz kas hiicrelerindeki kasilma
mekanizmasinin bir pargasidir. Aktin filamentleri; tropomiyozin, kalponin, kaldezmon ile
iliskilidir. Diiz kas hiicrelerinde iki ana ipliksi aktin grubu vardir. Ilk grup a ve y aktinden
olusur ve ince filamentleri olusturur; bu, kasilma sirasinda miyozin filamentleri boyunca
kayma hareketi yapar (132). B-aktin ise, plazma zarinin altinda bulunan yapisal bir hiicre
iskeleti proteinidir. Kasilma sirasinda mekanik gerilimde ayrilmaz bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (133, 134). Miyozin, aktinlerin arasinda dagilmis sekilde bulunan, aktine
baglanma afinitesi ve ATPaz enzim aktivitesine sahip biiyiikk bir motor protein ailesini

kapsar. Smf II miyozin, insan kas hiicrelerinde bulunan miyozindir. I¢ ice gegmis iki
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miyozin agir zincir (MAZ) molekiilii ve dort miyozin hafif zincir (MHZ) molekiiliinden
olusan bir heksamerdir. Aktin-miyozin etkilesimi ile “aktomiyozin” yapisi olusturarak
“kasilma-gevseme” mekanizmasini modiile eder. Diiz kasta, iskelet kasinda kasilmada
onemli rol oynayan troponin yer almamaktadir. Bu yapinin yerine benzer islev gosteren
“kalponin ve kaldesmon” yapilar1 yer alir. Kalponin, aktine baglanip miyozin ATPaz
aktivitesini inhibe eden bir molekiiler anahtar islevi goriir. ATPaz aktivitesinin inhibisyonu
ile aktin kaymasi da inhibe olur. Kalponinin, protein kinaz C (PKC) ile fosforilasyonu ise
bu inhibe edici etkiyi azaltarak aktomiyozin aktivitesine egilimini arttirir.

Diiz kas kasilmasi i¢in en onemli protein, kalsiyum baglayic1 protein olan

kalmodiilindir. Kalmodulin, Ca™’

a baglandiginda kasilmayi tetiklemek i¢in miyozin hafif
zincir kinazi (MHZK) aktive ederek c¢apraz koprii dongiisiinii ve kuvvet gelisimini
etkinlestirir. Kasilma islevi dahil olmak iizere Ca"? modiilasyonuna aracilik eder (135-137).
Bunun yanisira diiz kasta, hiicre i¢i Ca*? modiilasyonunda énemli role sahip Ca*? deposu
olarak gorev yapan sarkoplazmik retikulum (SR) membran ag1 yer alir. Bu yapida 2 6nemli
Ca*? iyon kanali bulunur: 1. Baz1 hormon faktorlerinin etkisiyle inozitol-1, 4, 5 trifosfat (IP3)

ile aktive edilen “IP3 kapili Ca'? kanali” 2. Hiicre iginde serbest Ca*? konsantrasyonun

artmasiyla aktive olan “riyanodin reseptorii (RYR)” diir (138).

Diiz kaslar fonksiyonel olarak tek birimli (liniter) ve ¢ok birimli diiz kaslar olmak
tizere iki gruba ayrilir. Toplu sekilde, birlikte kasilabilen diiz kas hiicreleri tek birimli diiz
kaslardir. Tek birimli diiz kaslara mide, ince bagirsak, uterus, lireter gibi i¢i bosluklu yapiya
sahip organ duvarlarinda bulunurlar (139). Cok birimli diiz kaslar, her hiicrenin bagimsiz
olarak yanit 6zelligine sahip oldugu birbirinden ayr1 kas liflerinden olusur. Biiyiik arter
duvarlar, tiiylerin diklesmesinde rol oynayan piloerektdr kaslar, brons kaslar1 ve gézde

bulunan siliyer ve iris kas1 ¢ok birimli diiz kaslardan olusur.
2.4.1. Diiz Kaslarda Kasilma ve Gevseme

Diiz kas hiicresinde kasilmada esas rol oynayan Ca™ iyonun hiicre i¢i bagh
konsantrasyonu 107 M’dir. Hiicre ici serbest Ca™ iyon konsantrasyonu 10° M’a
yiikseldiginde kasilma baslar. Yani temel olarak kasilmay tetikleyen faktor, hiicre i¢i serbest
Ca*? konsantrasyonu artmasidir. Hiicre i¢i serbest Ca™ artis;; AP, lokal faktdrler (iyon
konsantrasyonu, asidite gibi), nérotransmitterler, hormonlar, lif zarindaki spontan elektriksel
aktivite, gerim gibi tetikleyici uyarilar sonucu ekstraseliiler Ca*? iyonlarmin miyoplazmik

Ca™ iyon konsantrasyonunu arttirmasi ile olusabilmektedir (140, 141). Uyarinin
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diizenlenmesi temel olarak kasilma proteinleri olan aktin ve miyozinin kimyasal veya
mekanik uyarimlar ile aktif rol oynar. Kimyasal uyar1 herhangi bir agonistin (histamin gibi)
G-protein-bagli-reseptére (GPBR) baglanmasi sonucunda fosfolipaz C (FLC) aktivitesini
uyarir. Bu duruma paralel olarak, kalsiyumun hiicre disindan Ca*? duyarli reseptdr kanallart
ile ve voltaj kapili L-tipi Ca*? kanallar1 araciligtyla hiicre igine girisi olur. FLC, membran
fosfolipidi olan fosfotidil inositol 4,5-bifosfat (PIP2) i¢in spesifik bir enzimdir ve onu iki
farkl1 ikincil haberci molekiile hidrolize eder; inositol-1, 4, 5 trifosfat (IP3) ve diagil gliserol
(DAG). DAG, Ca™ iyonlari ile birlikte aktin-miyozin ¢apraz kopriisiinii destekleyen aktin
bagli kalponine ek olarak, dokuya 6zgii hedef proteinleri fosforile eden PKC’yi aktive eder.
IPs ise, SR’daki IP3’e duyarli reseptorii olan IP3- kapili Ca*® kanallarim agarak SR’den hiicre
i¢ine kalsiyum salmimimi uyarir. Bu hiicre igi artmis Ca*?, dért Ca*? iyonuna baglanan
kalsiyum bagimli sitozolik protein olan ‘“kalmodiilin”in aktivasyonunu tetikler (142).
Sitozoldeki Ca™ artis1 ile olusan “Ca-kalmodulin” kompleksi ise MHZ’yi fosforile ederek,
aktin-miyozin ¢apraz kdpriileme mekanizmasindaki anahtar bir enzim olan MHZK ’y1 aktive
eder. MHZ nin fosforilasyonu, miyozin baslar1 aktine baglanir (¢apraz koprii baglanmasi),

dongii ve hiicre i¢inde kuvvet gelisimi kasilma ile sonuclanir (143, 144).

Diiz kasin gevsemesi icin 6ncelikle hiicre igindeki serbest Ca™ iyon diizeyinin
dinlenim durumundaki seviyeye diismesi gerekir. Miyoplazma igerisindeki Ca*? iyonu,
biiyiik oranda SR membraninda yer alan Ca*?>-ATPaz (SERCA) pompalar ile SR’ye geri
alinarak, hiicre membraninda bulunan plazma membran Ca*2-ATPaz (PMCA) ve kismen de
Na*-Ca*? degisim pompas1 ile hiicre disina uzaklastirilir (145). Hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonun azalarak istirahatdaki seviyeye yaklagsmasi sonucu MHZ, miyozin fosfataz
enzimi tarafindan defosforile edilir. Bunun sonucunda, Ca*?-kalmodulin kompleksi ayrilir

ve miyozin defosforile olur boylece gevseme meydana gelir (146).
2.5. Uterus

Disi iireme sisteminin major organi olan uterus; gebelik, mensturasyon ve dogum

stireci gibi bir¢ok islevden sorumlu kompleks mekanizmaya sahip bir kadin tireme organidir.
2.5.1.Insan Uterus Fizyolojisi

Insan uterusu, kalin bir kas duvarina sahip, i¢ci bos armut sekline benzeyen ve memeli
iiremesinde onemli role sahip organdir. Pelvis bolgesinde yer alip, rektumun 6n kisminda ve
mesanenin arkasinda olan bir konuma sahiptir (147). Uterusun temel gorevi, déllenmis olan

ovumu, doguma hazir olana kadar barindirmak ve beslemektir. Uterus dort kisimdan olusur:
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fundus, govde, isthmus ve serviks. Fundus, yumurtaliklarda sonlanan ve fallop tiiplerine
dogru uzanan genis kavisli bir bolgedir. Govde kismi ise, uterusun fallop tiiplerinin altindan
baslay1p asagiya dogru uzanan ana kismdir. Isthmus, uterus gdvdesini uterus giris kismina
baglayan alt dar bolgedir. Uterusun en alt boliimii, isthmusdan asagi dogru uzanan ve
vajinaya agilan servikstir (Resim1). Uterus, karmn pelvik boslugunun orta hattinda yer alan
kaln duvarli kasli bir yapidir. Ug tabakadan olusur: endometriyum (en i¢ tabaka),
myometriyum (kas tabakasi) ve perimetriyum (en dis tabaka). Endometriyumun kalinlig1 ve

yapist hormonal uyarima gore degisebilmektedir (148, 149).

Endometriyum

7

Myometriyum

~

Uterin

Eksternal

Resim 1. insan uterus anatomisi (Osol’dan, 151)

Bag doku, uterusu karin duvarina baglar. Genis bag doku, uterusun yan kismini fallop
tiipii ve yumurtalik ile birlestirir. Uterin arter, kardinal arterler ve lireter genis bag dokuyla
baglantilidir. Infundibulopelvik (IP) bag dokusu, yumurtaliklar1 karin duvarina baglar ve
icinde yumurtalik arteri ve ven bulunur. Uterus arteri, uterusa giden kani saglayan esas
yapidir. Ayrica, uterus sempatik ve parasempatik sistem ile sirasiyla; hipogastrik sinir ve

pelvik splanknik sinirler yoluyla innerve edilmektedir (150).
2.5.2. Rat Uterus Fizyolojisi

Ratlarin lireme sistemi; vajina, ovaryumlar, uterus ve meme bezlerinden olusur. Rat
uterusu, servikal ucta tek bir gdvdede birlesen iki yan boynuzdan olusur. I¢ yiizeyi,

endometriyumu olusturan epitelyal kapli i¢ mukozadir. Orta kisim ise, myometriyumun iki
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kas tabakasindan, i¢ sirkiiler ve dis longitudinal tabakalardan ve dis serozal tabaka olan
perimetriyumdan olusan kas tabakasidir. Sag ve sol kornudan (boynuz) olusan yani 2 kornu
bir uterusu olusturur ve bu yapiya “bikornuat uterus” adi verilir. iki katmanl
myometriyumdan olusan rat uterusu, vaskiiler gevsek bir bag dokusu tabakasi olan stratum
vasculosum ile acik¢a ayrilir. Bu karakteristik iki boynuzlu Y-sekilli uterus yapisi karin igine
kadar uzanir (Resim 2). Boylece rat uterusunda birden fazla fetlis yerlesimine imkan
saglayarak bir batinda ¢ok yavrunun dogmasini saglamaktadir. Ratlarda gebelik yaklasik 21-
24 giin siirmektedir (151).

Arkuat

Resim 2. Rat uterus anatomisi (Osol’dan, 151)

Insan ve rat gibi memeli canlilarda prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrus olmak
lizere birbirini takip eden dort evreden olusup bu menstriiel siklusdaki hormonal
degisikliklerden basta uterus olmak iizere tiim genital organlar etkilenmektedir. Ozellikle
kasilmada major rolii olan uterus kas tabakas1 myometriyum ratlarda, insandakine fizyolojik
diizeyde benzer aktiviteye sahiptir. Uterus ile ilgili olarak yillarca calisilmis olan ve
literatiirce kanitlanmis olan oksitosin hormonu uterus kasilmasini indiikleyen biyokimyasal
ozellige sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, oksitosin gebe ve gebe olmayan her iki siirecte de
hem insan hem rat uterusunda benzer sekilde belirgin olarak uterus kasilmasina etki etmistir.
Tez ¢alismamiz da dahil olmak iizere 6zellikle uterus kasilmasina iligskin ¢alismalarda OT
indiikleyici ajan olarak insana model yoniiyle deneysel hayvan c¢aligmalarinda sikca
kullanilmaktadir (152). Ratlarin, anatomik diizeyde insana benzer model olabilecek organ

yapisi, diger hayvanlara kiyasla ideal oranda organ biiyiikliigli ve deneysel manipiilasyona
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elverisli olmalar1 ayrica kolay-hizli iretilebilmeleri ve biyofizyolojik birgok 6zellikleri ideal

deneysel modele uygunlugunu 6n plana koymaktadir.
2.5.3. Uterus ve Fonksiyonu

Uterus temelde ii¢ fonksiyona sahiptir: Blastosistin implantasyon (tutunma) bolgesi,
fetiisiin biliylimesi i¢in koruma ve destek saglayan, mensturasyonun oldugu yerdir. Disi
tireme donglisiinde, eszamanli iki dongli vardir; yumurtalik (ovaryum) dongiisii ve uterus
(adet) dongiisii. Ovaryum dongiisii, oosit olgunlasmasi sirasinda ve sonrasinda meydana
gelen bir dizi olaydan olusur. Adet dongiisii ise, doguma kadar endometriyumda gelisecek
dollenmis bir yumurtanin gelisine hazirlik olarak endometriyumdaki bir dizi degisiklikten
olugmaktadir. Bir embriyonun fetiise donligmesi sirasinda, gebelikte biiyiiyen fetiise
adaptasyon i¢in uterus hipertrofisi goriilmektedir. Genel olarak gebelik insanda ortalama 38-
41 hafta stirer. Ayrica uterus, ¢esitli hormonlarin salinmasi nedeniyle dogum sirasinda
birgok degisiklige ugrar. Dogum ilerledik¢e kasilma frekansi artar ve daha uzun siireli hale
gelir. Dogumun bir sonraki asamasi, fetiis bast dogum kanalina girdiginde baslar ve bebek

dogdugunda tamamlanir (153).
2.5.4. Uterus Fonksiyonun Deneysel Arastirilmasi ve Hayvan Modeli

Basarili hamilelik siireci, dogumun kolaylastirilmasi i¢in uterusun giiclii, koordineli
kasilmalar yapabilen bir kasilma fenotipine doniismeden 6nce, saglikli gebelik i¢in rahat ve

sessiz safhada stabil durumda kalmasi tercih edilmektedir.

Anormal uterus kasilmalari, erken dogum ve diger komplikasyonlara yol
acabilmekte olup maternal morbidite ve mortalitenin dnemli bir nedenidir. Bunun yanisira,
dogum sirasindaki disfonsiyonel uterus kasilmalari; erken dogum, distosi, uterus atonisi ve
dogum sonras1 kanama gibi komplikasyonlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, bu

alandaki arastirmalar toplum sagligi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

Klinik ¢aligmalar diginda, deneysel arastirmalar amaciyla insan kaynakli hiicre
hatlar1 veya biyopsi yapilan dokular gibi hamile insanlardan 6rnek alinmasi veya gebelikle
ilgili deneysel ¢alismalara engel teskil eden etik diisiincelerden kaynakli bir¢cok diizenleme
yer almaktadir. Ornegin; Amerika Birlesik Devletleri’nde, deneysel miidahalelerin fetiisler
tizerinde olusturabilecegi riskler nedeniyle arastirmalarda hamile kadinlar i¢in federal
diizenleme ile 6zel koruma saglamaktadir. Bu nedenle, insanlarda gebelikle ilgili deneysel

caligmalar nadir olup diinyadaki klinik arastirmalari igeren Clinicaltrials.gov. resmi sitesinde
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kayith ilag denemelerinin yalnizca %0.27’sini olusturmaktadir (154). Diger taraftan, hamile
insanlardan alinan biyopsi dokularinin bir¢ogu sezaryen sirasinda alinmis olup; gebelik
Oncesi, ortasi ve sonrasi donem olmak iizere deneysel biitiinliigii saglayan 6zellikte numune
elde etme tutarlilig1 etik olarak neredeyse imkansizdir. Ayrica, insandan alinan doku seritleri
genellikle alt uterin segmentten alinmakta olup biiyiik oranda kontraktil olmayan dokular da
yer alabilmektedir, bu nedenle sonuglar uterusun kontraktil kisiminin yer aldig:

myometriyum i¢in uygun etkinlige sahip olamayabilmektedir (155).

Insan biyopsisindeki sinirlayici faktorler géz oniine alindiginda, biyopsi saglayan
hasta profilleri arasinda ¢evresel ve genetik faktorler biiyiik farkliliklar gostermekte olup bu
heterojen numunelere ve bazen de tutarsiz sonuglara neden olabilmektedir. Buna karsilik,
kemirgen modelleriyle ¢alisirken, aragtirmacilar hamilelikten 6nce ve hamilelik sirasinda ve
uterus i¢indeki herhangi bir yerden herhangi bir zamanda doku alabilme imkanina
sahiptirler. Hayvan modellerinde heterojenlik minimuma yakindir, c¢iinkii bir arada
barmdirilan hayvanlarda ¢evresel etkiler benzer ve aragtirma i¢in yaygin olarak kullanilan
inbred fare/sican suslarinda genetik farkliliklar ihmal edilebilir diizeydedir (156). Bu
nedenle arastirmalar icin, insan uterin diiz kasinin fonksiyonunun deneysel ¢aligmalarinda
ozellikle gebelik ile iliskili etik hassasiyet gerektiren farmokolojik aragtirmalar igin altin
standartta kanit saglayabilecek ¢ok sayida hayvan modelleri ve arastirma yontem olanaklari
olusturulmustur (157, 158). Ozellikle genetik kokenli hastaliklarin arastirmalarinda insani
modelleyen hayvan modelleri preklinik veri elde etmede onemli bir basamaktir. Bu
kapsamda ozellikle genetik hayvan modelleri, insandaki gibi direkt olarak nesilden nesile
aktarilarak olusturulmus fizyopatolojik evrelere benzer olarak gelisen hastalik modeli ile

manipiilasyon gereksinimlerine elverisli biiylik 6neme sahip modeldir (159).

Uterus fonksiyonuyla iligkili olarak secilen yontemler de deney tasariminda kritik bir
noktadir. insandan alinan biyopsi numunelerinin kullanildig1 sikga tercih edilen deneysel
arastirma yontemleri ex vivo kasilma deneyleri i¢in doku serit modeli ve myometriyal diiz
kas hiicrelerinden izole edilen hiicre kiiltiirleridir. Insan in vitro hiicre kiiltiirleri, fizyolojik
ve patolojik siire¢ hakkinda fikir edinmek i¢in kullanilmakta olup primer kiiltiir hiicrelerin
siirli yagsam siiresi gibi dezavantaj olan 6zelliginin yani sira, dokuyu temsil etmede insan
patofizyolojisi ile iligkisinde kisitlayic1 endiseler yer almaktadir. Kiiltiir yapilan primer
hiicrelerin smirli yagam siiresine sahip olmasi nedeniyle, 6liimsiizlestirilmis hiicre tipine

sahip hiicre hatlar;; telomeraz vektorlerinin primer hiicrelere transfekte edilmesiyle
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gelistirilmistir. Bununla birlikte bir¢ok c¢alisma, primer hiicrelerin mutasyonu ile
olusturulmus Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarinin major degisimlere neden olabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte, alternatif olarak 3D hiicre kiiltlirii modelleri gelistirilmis olup
bu hiicre kiiltiirlerinin de yliksek maliyet, uzun tiretim siireleri ve genellikle 6zel ekipman
ihtiyac1 gibi bir¢ok sinirlayici faktdre sahip olmasi sebebiyle nadir olarak tercih
edilebilmektedir. Tim bunlarin disinda hem insan hem hayvanlardan elde edilen
numunelerin kullanildig1 ex vivo kasilma arastirmalari i¢in doku serit modeli olarak ifade
edilen, literatiirce kanitlanmis izole organ banyosu ile yapilan, deney optimizasyonuna

elverigli insan fizyolojisi ile iliskisi olduke¢a basarili olan yontemdir (160).
2.5.4.1. Doku Serit Modeli

Doku serit modeli esas olarak, myometriyum kasilmasini ex vivo incelemek amaciyla
myometriyum seritlerinin kullanildig1 kontraksiyon biyo-analiz yontemidir. Kompleks tek
bir sistem modeli ile kontraksiyona ait bir¢ok parametreyi elde edip yansitmaya olanak
saglayan basarili bir modeldir. Kontraksiyon biyo-analizinde, insandan alinan myometriyal
biyopsiler genel olarak sezaryen sirasinda alt uterin segmentinden alinip daha sonra parca
seritler halinde uygun boyutta (dortlii kesit icin ort. 10x2x2 mm) kesilerek hazir hale
getirilmektedir. Numune alimi ve doku hazirlama yontemi hayvan numunelerinde de ayni1
sekilde hazirlanmaktadir. Hazirlanan myometriyal seritler kasilma modelinde, tipki viicut
icindeki gibi yani viicut i¢indeki kosullar1 (sicaklik, elektrolit, pH, gaz gibi) saglayan
modellenmis sistemde; bir tarafi kasilma kuvvetinin grafik ifadesini olusturan kuvvet
doniistiiriiciilerine  baglanarak 1ilgili protokol uygulanir (bkz. Yontem). Kasilma
optimizasyon periyodunun ardindan, seritler ex vivo olarak spontan ritmik kasilmalar

gelistirmeye birakilir (Sekil 2) (160).

Biitiiniiyle ele alindiginda doku serit modeli deneysel arastirmada bir¢cok avantaja
sahiptir; insana ait 6rnek numune konusuyla ilgili bir¢ok kisitlilia iyi bir alternatif olarak
hayvan numunelerinin (6zellikle kemirgen) kullanilmasina olanak taniyan; ornek
homojenitesi yliksek, arastirmaya uygun manipiilasyon ve gereken ornek sayisini elde etme
imkan1 saglayan modeldir. Sigcan, fare, kobay, tavsan dahil olmak iizere hem hayvanlardan
hem de insanlardan alinan myometriyum seritleri ¢alisma dizayniin gerekliliklerine gore
arastirmada secenek olabilmektedir. Arastirma olanaklar1 yoniiyle myometriyal seritler; SR
gibi organel islevi ve iyon kanallarinin modiilatorleri gibi miyojenik aktiviteyi diizenleyen-

degistiren faktorleri tamimlamak ve myometriyal fizyolojideki rollerini incelemek igin
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kullanilmaktadir (161). Ayrica, doku serit modelinin kullanildig1 bir¢cok deneysel aragtirma
ciktilar literatiire 6dnemli katki saglamistir. Young ve ark. (162), myometriyal seritlerin
gerilim altinda spontan (kendiliginden) kasilmay1 ve oksitosin yanitin1 yedi giine kadar
siirdiirebilecegini gostermislerdir. Bir baska calismada ise Gravina ve ark. (163), fare
uterusunda mitokondriyal Ca* deposunun uterus aktivitesindeki roliinii arastirmada doku

serit modelini kullanmstr.

Myometrium kasilmasina iliskin bu gibi ¢alismalarda sonucu yansitmada esas olan
parametrelerden biri de kasilma giiciiniin bir indeksini (ortalama integral kuvvet veya egri
altindaki alan, AUC) olusturdugu veridir ve bu tiim dokunun fizyolojik tepkisi 6l¢meye
olanak tamimaktadir. Bununla birlikte, doku serit modeli tiim yoniiyle hiicre kiiltiirii
calismasi ile in vivo calisma arasinda koprii saglamada stratejik potansiyele sahip bir
modeldir. Farmakoloji alaninda in vitro ilag¢ aragtirmalarinda sik¢a kullanilmakta, yeni
ajanlarin etkilerini detayli olarak degerlendirilmesine de imkan saglamaktadir. Bu calismalar
ile oOzellikle uterus kontraksiyonun modiilasyonuna iliskin; dogumun baglamasi ve
myometriyal aktivasyonu diizenlemede mekanizmaya iligskin esas role sahip endojen veya

ajanlarin tespitinde 6nemli yeri vardir (161, 164).
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Sekil 2. Myometriyal doku serit kasilma modeli. Insanda alt uterus segmentinden veya
kemirgenden alinan myometriyal numuneler hasarli dokudan ve kan damarlarindan
temizlenerek ardindan seritler halinde kesilir (2 veya 4 serit). Seritler, bir tarafi bir
kuvvet doniistiiriiciiye (transdiiser) baglanip siirekli olarak karisim gazi (%95 O»-
%35 CO») ile gazlanan ve 37°C’de uygun pH’a (pH 7.4) sahip Krebs ¢ozeltisi igeren
organ banyolarma indirilir. Seritlere, belirli araliklarla Krebs ¢ozeltisi ile yikama
yapilir ve gerime adaptasyonu (ortalama 60 dakika) saglanir. Daha sonra ex vivo
olarak spontan ritmik kasilmalarin olusumu gozlemlenir. Tutarli kasilmalarin
kaydedilmesinin ardindan, istenen ajanlar tek tek seritlere uygulanir ve etkiler
kaydedilir. Sonraki analizler i¢in, ¢aligma tamamlandiginda veya kasilma
durumuyla iligkili aragtirmalara uygun olarak belirli asamalarda anlik dondurulup
incelemeye olanak saglar. (Ilicic’den, 160)

2.6. Myometriyum

Myometriyum, uterus duvarmin orta tabakasinda endometriyum ile perimetriyum
arasinda yer alan, diiz kas hiicrelerinden olusan uterusun kas tabakasidir. Myometriyal
hiicreler (miyositler), uterusun toplam hiicresel iceriginin yaklasik %90’1n1 olusturan, bir
bag dokusu matrisi icinde yer alan tipik 1§ seklindeki diiz kas hiicreleridir. Bu matris; elastin,

kollajen, glikoproteinler ve proteoglikanlardan olugsmakta olup kasilma kuvvetinin uterus
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boyunca iletilmesine yardimci olur (165, 166). Myometriyum kasi, aktin (ince filamentleri)
ve miyozin (kalin filamentleri) kasilma proteinlerine sahiptir. Kasilmalar temelde, miyositler
icindeki aktin ve miyozinin etkilesimi ile olusmaktadir (167). i¢ tarafta sirkiiler yonlii kas
lifleri, dis tarafta ise longitudinal kas lifleri sekilde iki kat diiz kas yapisina sahiptir. Bu kas
diizeni, 6zellikle fetiisiin pozisyonundan bagimsiz olarak dogum sirasinda koordineli frekans

ve genligi yiiksek olan kasilmalar olusturmasina yardimer olmaktadir (168).

Myometriyum diiz kas hiicreleri, herhangi bir uyar1 olmadan diizenli kasilmalar
tiretebilme (miyojenik) 6zelligine sahiptir. Bu 6zellikle gerim (streching) ile ortaya ¢ikan
spontan AP sonucu hiicrelerin depolarize olup spontan ritmik kasilmalarin olusmasina neden
olur. Gerim etkisinin, myometriyum hiicre membranlarinda bulunan mekanosensitif iyon
kanallarinin (gerime duyarli iyon kanallari) tetikledigi bilinmektedir. Bu mekanik gerim
uyarisina cevap olarak miyojenik kasilma yaniti olusur (169, 170). Bununla birlikte,
miyositlerde AP olusumu ve istirahat membran potansiyelini saglamada bazi iyonlar 6nemli
role sahiptir; Na®, K, CI" ve en dnemlisi myometriyum kasilmalar igin tetikleyici gii¢ olan
Ca*?’dur. Hiicre igi serbest Ca*? konsantrasyonu, myometriyum kasilmasi i¢in énemli iyon
olup diizenleyici faktordiir. Myometriyum kasilmalari; genliklerini, siirelerini ve sikliklarin

etkileyen cesitli faktorler tarafindan modiile edilebilir (165).
2.6.1. Myometriyal Kasilma ve Gevseme

Myometrium, spontan ve agonist kaynakli indiikleyiciler ile fazik kasilmalar
gosteren bir diiz kas 6zelligi tasir. Yapisal olarak myometriyumun kasilma siireci, miyozin
ve aktin kasilma proteinlerinin reseptor ve mekanik (gerilme) aktivasyonu ile diizenlenir. AP
veya hiicre membranindaki iyon kanallarinin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan membran
potansiyelindeki herhangi bir degisiklik de kasilmay1 tetikleyebilmektedir. Myometriyumun
membran dinlenim potansiyeli yaklasik -80 ile -35mV arasinda olup gebelik durumuna bagl
olarak degisebilmektedir (171). Myometriyumun kasilma ve gevseme evreleri temelde; AP
ile baglayan membran depolarizasyonu ve repolarizasyon dongiilerinden olusan spontan
elektriksel aktiviteyi icermektedir. AP’yi baslatan esas olay hiicre i¢ine Ca*? girisidir,
gevsemede ise Ca™? kanallarinin inaktivasyonu ve K* akisinin aktivasyonudur (172, 173).
Bununla birlikte, diiz kaslarda karakteristik olan gerim ile uyarilabilen spontan kasilmalar
ise, sec¢ici olmayan katyon kanallarinin aktivasyonu sonucu hiicre membraninda
depolarizasyona neden olmaktadir. Olusan depolarizasyon; voltaj kapili iyon kanallarinin

aktivasyonuna ve hiicre igine uyarilmada esas iyon olan Ca*? girisine ve uyarma-kasilma
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eslesmesinin baglamasina neden olur (169). Myometriyal hiicrelere Ca™ girisini saglayan ve
kasilmanin baslamast i¢in primer role sahip iki tip kalsiyum iyon kanali; voltaj bagimli Ca*?

iyon kanali ve ligand kapil1 yani reseptor ile aktive olan kalsiyum iyon kanal1 tespit edilmistir

Myometriyumda yer alan voltaj bagimli; L tipi (uzun siireli) ve T tipi (gegici) olmak
lizere iki temel Ca™ iyon kanali vardir. Ozellikle, hiicre igine Ca*? akisini saglayan ve
myometriyal kasilmalar1 baslatan L-tipi Ca*? kanalidir. Hem insan hem sigan myometriyum
kasilmasinda esas role sahip ve Ca™ akismin biiyiik oranda kaynagi olan L-tipi Ca™
kanalinin, bloklanmas1 uterus kasilmalarini inhibe edebilmektedir (174). Bir diger kalsiyum
kanali olan T-tip kanallar ise spontan Ca'? gegisini saglayarak kasilmanin frekans ve

genliginde artisa neden olmaktadirlar.

Oksitosin gibi kasilmay1 tetikleyici agonistler ise (norepinefrin, anjiyotensin II,
endotelin, vb.), heterotrimerik bir G proteinine baglanarak, fosfolipaz C aktivitesini uyarir.
Aktif olan bu enzim, myometriyum hiicre membraninda bulunan fosfatidilinozitol bifosfatin
pargalanmasina, sonucunda ikincil haberci IP3 ve DAG ortaya ¢ikmasini saglar. IP3, SR
lizerindeki IP3 duyarli Ca*? reseptorlerine baglanmasi ve Ca**’un sitozole salgilanmasiyla
sonuglanir. DAG ise, Ca*? ile spesifik hedef proteinleri fosforile eden protein kinaz C’yi

aktive eder (Sekil 3) (175).

SR’ den hiicre i¢ine Ca*? salinmasini saglayan bir diger yol ise SR membraninda yer
alan riyanodin reseptoriidiir. Bu reseptdr SR’den, Ca™ tetiklemeli Ca* salgilanmasina neden
olmaktadir. Tiim bunlarin haricinde SR’den Ca*? salgilanmasina neden olan diger
mekanizma, SR ve intraselliiler Ca* konsantrasyon farki sonucu ortaya ¢ikan pasif Ca*?
akisidir (145, 176). Bir baska Ca™ salinimi ise “Ca*? kivileimlar1” adi verilen, riyanodin
reseptoriinden spontan olarak intraselliiler alana Ca* salinimidir. Ca*? kivileimlari, kalp ve
diiz kasta oldugu bilinmektedir. Bu sekilde Ca** salintmimnin, kalsiyum ile aktive olan Ca™
bagimli CI” kanallarinin aktivasyonuna bdylece membran depolarizasyonunu uyaran ve
kasilmay1 baslatabilen Cl akisina neden oldugu bildirilmistir. Ozellikle dogum sirasindaki
uyarilma frekansinda artis yoniinde katki sagladigi disiiniilmektedir (177, 178). Bunun
yanisira, voltaj bagimli Na" iyon kanallar1 da kasilmada rol oynamaktadir. Depolarizasyonu
kolaylastirmada ve ozellikle gebelik sirasinda hizli Na* kanallariin ekspresyonun artmasi

nedeniyle myometriyumun uzun siireli fazik kasilmalarina katkida bulunur (179).

Ozet olarak, kasilmanin meydana gelmesi igin intraselliiler Ca*>’un artis1 ve “Ca*-

kalmodulin” kompleksi sonrasinda yukarida bahsedilen kanal veya reseptorler ile hem
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SR’den hem de hiicre disindan gelen Ca™ konsantrasyonun sitozoldeki miktarinmn artisi
kasilmay1 baslatir. Daha sonrasinda intraselliiler alanda artan Ca™ konsantrasyonu
MHZK’1n, miyozinin 20 kDa hafif zincirini fosforile etmesine ve bdylece miyozinin aktin
ile molekiiler etkilesimini saglar. Miyozin-ATPaz aktivitesi ile ATP’den salinan enerji,

aktin-miyozin ¢apraz kopriilerinin kasilma dongiisiinii baslatir.

Diiz kastaki kontraktil aktivite, Oncelikli olarak miyozinin hafif zincirinin
fosforilasyonu (MHZKF) tarafindan belirlenmektedir. Diiz kas hiicrelerinde MHZKF, dis
uyaranlar olmadiginda (reseptor veya mekanik aktivasyon olmamasi) diisiik seviyededir. Bu

aktivite, diiz kas tonusu olarak adlandirilmakta ve yogunlugu degisebilmektedir.

Myometriyum diiz kasinin gevsemesi ¢esitli yollar ile olabilmektedir; kasilma
uyarisinin olusmasinin durmasi bir sonucu olarak veya kasilma mekanizmasinin
engellenmesini uyaran bir maddenin dogrudan etkisiyle (0rnegin, atriyal natritiretik faktor
bir vazodilatordiir) meydana gelebilmektedir. Temel olarak gevseme siireci, hiicre igi Ca*?
konsantrasyonunun azalmasi sonucunda meydana gelmektedir. Intraselliiler Ca®
azaldiginda MHZK aktivasyonu durur ve boylece MHZ fosfataz, MHZ defosforile olur. Bu

durumun sonucunda myometriyumda gevseme meydana gelir (180, 181).

Sitozoldeki Ca*?’un uzaklastirilmasinda SR ve hiicre membraninda yer alan cesitli
mekanizmalar rol oynamaktadir. Bu mekanizmalardan en oOnemlisi hiicre membran
yiizeyinde yer alan aktif plazma membran Ca*>-ATPaz (PMCA) pompasidir. Bu pompa,

gevseme icin esas faktdr olan intraselliiler Ca™’

un biiylik oranda uzaklastirilmasini
saglamaktadir. Ayrica, PMCA pompas1 myometriyumun dinlenim potansiyelinde kalmasini
saglamada 6nemli role sahiptir. Bir diger mekanizma ise hiicre membranindaki Na*/Ca*?
degisim pompasidir. Sodyum ve kalsiyum iyonlarinin gradyen oraninin ayarlanmasini
saglayarak; ii¢ Na" hiicreye girisine ayn1 zamanda bir Ca*? hiicre disina uzaklastiriimasini
saglar (145). Na*/Ca*? degisim aktivitesi dolayli olarak, transseliiler Na* gradyani ile modiile
olan Na"/K*-ATPaz pompasinin aktivitesini etkilemektedir. K™ iyonun, myometriyumun
membran repolarizasyonunda ve dinlenim membran potansiyelini siirdiirmesinde esas role

sahip &ne ¢ikan potasyum kanallar1 vardir; voltaj kapili K* kanallar1 (Kv), Ca** aktive edilen

potasyum kanallar1 (Kca), ATP’ye duyarli potasyum (Kartp) kanallaridir (182).
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Sekil 3. Myometriyum kasilma-gevseme Mekanizmasi. Membran depolarizasyonu, L-tipi
voltaj kapili Ca*? kanallari (L-VKKK) acar ve bu da kalsiyum iyonlarinimn
sitoplazmaya dogru akisina yol agar ve sarkoplazmik retikulumdan (SR) inositol
trisfosfat reseptdrii (IP3R) yoluyla Ca™’un salinmasina yol agar. SR’deki [Ca*?]
diisiisii, depo-kontrollii Ca** kanallarindan (store-operated calcium channel, SOCC)
daha fazla Ca*? akisin1 uyarir. Ca*?, miyozin hafif zincir kinazi (MHZK) aktive eden
“Ca™-CaM” olusumu i¢in kalmodulin proteinlerine (CaM) baglanir. MHZK,
miyozini fosforile eder ve aktinle birleserek ¢apraz koprii olusumuyla kasilmay1
baslatir. Miyozin hafif zincir fosfataz (MHZP) daha sonra gevsemeyi indiiklemek
icin miyozin-P-aktin defosforile eder. Gevseme, Ca™’un hiicre i¢inden plazma

membran Ca*2-ATPaz (PMCA) yoluyla %70 ve Na*/Ca*? degisim pompasit (NCX)

yoluyla %30 hiicre disina uzaklastirilmasmi saglar. Ca**un bir kismi sarko /
endoplazmik retikulum Ca™- ATPaz (SERCA) yoluyla SR'ye aktif olarak geri

alinir. (Brainard’dan, 183)

Ozellikle Kv kanali, myometriyumda yiiksek oranda eksprese edilen ve membran
dinlenim potansiyelinin korunmasinda anahtar rol oynayan kanallardir. Hiicre zarmin
depolarizasyonu Kv kanallarinin aktivasyonunu tetikleyerek hiicre disina K* akisina neden
olur. Membran dinlenim potansiyelini repolarize eder ve myometriyumda kasilma
uyaranlarini etkisiz hale getirerek myometriyum kasinin gevsemesine katki saglar (183).

Tiim bunlardan farkli olarak, hiicre plazma membraninda reseptorleri ile modiile edilen
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dolayistyla voltaj bagimli Ca™ kanallarmimn hiicre igine Ca™ girisini diizenleyen
mekanizmalar vardir. Ozellikle siklik adenozin monofosfat (SAMP)’1n protein kinaz A’y1
aktif hale getirmesi sonucunda, MHZK fosforile olur ve bdylece “Ca*’-kalmodiilin”
affinitesi azaldig1 i¢in gevseme meydana gelir. Ayrica, protein kinaz A, ikincil haberciler ile
Ca*’un hiicre i¢i konsantrasyonunu artmasina aracilik eden FLC’yi inhibe ederek Ca™

bloklanmasi1 da kasilmay1 inhibe etmede potansiyel role sahiptir (167).
2.6.2.Gestasyonel Myometriyumun Farkhliklar:

Gebelik, saglikli bir siire¢ ve fetiis i¢in uterusta fizyolojik kompleks degisikliklerin
oldugu bir donemi kapsamaktadir. Uterusta; yapisal, molekiiler ve hormonal etmenlerin
dahil oldugu ciddi adaptasyon siireci gergeklesir. Gelisen fetiise uygun ortam saglanabilmesi
icin baz1 proteinlerin ekspresyonunda veya aktivitesinde degisimler meydana gelir;
gebeligin ilk yarisinda uterus kas hiicrelerinin anti-apoptotik proteinlerde bir artigla
hiperplaziye ugradigr gorilmistiir. Bu hiperplazi, uterus miyositlerinde 0Ostrojen
aktivasyonlu sinyal yolunun bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Gebeligin ikinci
yarisinda ise miyosit boyutunda artis olurken kas tabakasinin hipertrofisine ve
kalinlagsmasina bagli olarak hiicre dis1 matrikste degisikliklere neden olur (184, 185). Ayrica,
bliyliyen uterusun ihtiyacina eslenik olarak kan akisi, hamilelik sirasinda 6nemli dlgiide artar
(186). Insanlarda ve diger memelilerde, gebe olmayan myometriyumda gap kavsaklarmin
sayis1 normalde olduk¢a azdir. Gebelik siiresince ise gap baglanti sayisinin az olmasi yani
diistik elektriksel iletkenligin korundugu durum myometriyumun sessizligini ve gebeligin
stirdiiriilmesini desteklemektedir. Bunun yanisira, 6nemli adaptasyonlardan biri de gebelik
stirect ilerledikge ve dogum sirasinda koordineli kasilmalar iiretmek icin ise gap baglanti

sayisinin artmasidir (187).

Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu artisi ile ilgili olarak hiicre disindaki Ca*? hiicre icine
alinmasi (sikg¢a voltaj kapili L-tipi kalsiyum kanallar1 ile) myometriyumun kasilmasi i¢in
bliyiik 6nem arz etmektedir. Yapilan calismalarda, L-tipi kalsiyum kanallarinin baglanma
kapasitesi ve ekspresyonunun gebelik siiresince giderek arttigi ve myometriyal OT
reseptorlerinin, fonksiyon ve ekspresyonun hamileligin sonunda ve dogum sirasinda artis
gosterdigi kanitlanmistir. Bu artis myometriyumun OT’ye duyarli hale gelmesini ve OT ile
hem hiicre dis1 hem hiicre i¢ci Ca'™ artis saglayarak dogum icin giiglii kasilmalarin

olugmasinda rol oynar (188, 189). Normal bir gebelik periyodunu siirdiirmede ve dogum

36



kasilmalarini baslamasinda potasyum kanallarinin 6nemi biiyiiktiir. K kanallari, gebe
uterusun esnekligi ve intrauterin basingtaki artislara adaptasyonu saglayan mekanizmalar ile
iligkilidir. K" kanallarinin ekspresyonundaki veya aktivitesindeki degisiklikler, yetersiz bir
repolarizasyon olusumu ile anormal uterus aktivitesine neden olabilir. Hatta bu durum,

distosi ve erken dogum gibi ciddi patofizyolojik kosullara zemin olusturabilmektedir.

Bugiine kadar, myometriumda birka¢ tip K* kanali tanimlanmistir fakat en fazla
bulunan biiyiik kondiiktansh kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallar1 (BKca kanal1) yer
alir. Myometriyumun gevsemesini saglayarak gebelikte “uterus sessizligini” biiyilik oranda
sagladig1 diisiiniilen BKca kanall1 ekspresyonunun, 6zellikle gebelik doneminin ortalarinda
biiylik oranda arttig1 dogum sirasinda ise azaldigi bulunmustur. Bu duruma benzer etkiyle
uterus sessizligine katkida bulunan Karp kanal ekspresyonun; gebe olmayan myometriumda

daha az, gebelik silirencinde artmis ve dogum sirasinda ise azaldigi bulunmustur (190-192).
2.6.3. Myometriyal Kasilma Aktivitesini Etkileyen Hormonlar

Oksitosin, prostaglandin, endotelin, vazopressin ve Ostrojen dahil olmak {iizere
myometriyumun aktivitesini modiilasyonunda rol oynayan endokrin faktorler yer
almaktadir. Bu faktorler, hiicre ylizeyinde reseptorleri ile etkilesime giren G-proteini
araciligiyla sinyal iletimi ile etki gostermektedir. Spesifik reseptoriine baglanan endokrin
faktorlerin bir kismu 6zellikle OT gibi, fosfolipaz C aktivasyonu ile PIP> hidrolizine; IP3 ve
DAG ikinci habercilerinin ortaya g¢ikmasina, G-protein bagli reseptér yoluyla olaylar
dizisinin baslamasini tetiklemektedir. IP3’in SR’un sitozolik ylizeyindeki reseptorlere
baglanmasi ile SR’dan Ca*™ salmir bdylece hiicre i¢i Ca™ diizeyinde artis ile kasilma

meydana gelir.

Ostrojen ve progesteronun hormonlari, ozellikle myometriyal aktiviteye etkisi
yonliyle gebelikte kritik ve zit rollere sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir.
Reseptorleri myometriyumda ekprese edilip ve ekspresyon seviyeleri gebelik 6ncesi-sonrasi
ve dogum sirasinda degisebilmektedir (193, 194). Myometriyumun kasilma aktivitesini
gevseme yoniinde etkileyen progesteron hormonu, farkli molekiiler kaskadlar yoluyla
SR’den Ca'? salmmasm inhibe eder bdylece uterusta kasiimayi baskilayarak gebelik
siirecinin korunmasima katkida bulunur (195, 196). Ostrojenin myometriumdaki rolii iki
yonliidiir; dogumdan Once myometriumun proliferasyonu ve dogum eyleminde ise
oksitosine duyarlilik, prostoglandin sentezinde, uyarilabilirlikte artis ve dogumla iligkili

diizenli gii¢lii kontraktil yanit olusumudur (197).
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Prostoglandin (PG) ve nitrik oksit (NO) myometriyal aktivitenin modiilasyonunda
ve gebeligin siirdiiriilmesiyle iligkili 6nemli parakrin faktorlerlerdir. PG, dogum eyleminin
baslamasinda esas role sahip oldugu diistiniilmektedir. Yapisal olarak farkli tiirdeki PG’lerin
myometriyal kasilma iizerinde farkli etkileri vardir. Ornegin, prostaglandin F» alfa ve
prostaglandin E-, kasilmay1 arttirirken prostasiklin (adenilat siklaz1 aktive ederek) uterusta
gevsemeye neden olmaktadir. PG’lerin konsantrasyonu mekanik gerim, oksitosin, trombosit
aktive edici faktor, endotelin ve NO etkisine yanit olarak dogum sirasinda iiretimleri ciddi
seviyede artabilmektedir (198, 199). Nitrik oksit ise kan damarlari, gastrointestinal sistem
ve solunum sisteminde gii¢lii diiz kas gevsetici etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalar, NO’nun diiz kas yapisinda olan myometriyum iizerinde gevsetici (tokolitik) bir

etkiye sahip oldugunu gdstermistir (200).
2.6.4. Oksitosin ve Myometriyum Kasilmasina Etkisi

Oksitosin, hipotalamusta iiretilen ve arka hipofiz bezi tarafindan salgilanan uterus,
meme bezleri ve beyinde reseptdrleri bulunan nanopeptid yapida bir hormondur.
laktasyonda siit salimim refleksi, kognitif fonksiyonlarin modiilasyonu ve uterin
kontraksiyonlarinin kasilmasinda rolii vardir. Ozellikle myometriyum kasilmalarmin giig,
stire ve frekansini arttiran giiclii bir uyarici etkiye sahiptir. OT, gii¢lii bir uterotonik madde

olup ve doguma yardimci olarak kasilma i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (201, 202).

OT’nin uterusa olan affinitesinde dstrojen seviyesi dnem arz etmektedir. Ostrojen
azaldiginda OT/uterus etkilesimi belirgin oranda azalir. Ostrojenin yiiksek oldugu
donemlerde; ovulasyonda ve oncesi, ge¢ gebelik doneminde OT/uterus duyarliligt oldukca
fazladir. Bu durum fizyolojik olarak dneme sahip ovulasyon veya cinsel iliski sirasinda
spermatazonlarin taginmasinda uterus hareketlerine yardimer oldugundan biiyiik 6nem
tasinmaktadir (203). Oksitosin reseptorleri (OTR’ler), G proteinine bagl reseptér (GPBR)
ailesine aittir. OTR aktivasyonu, fosfolipaz C aktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda,
ortaya cikan IP; hiicre i¢i depolardan Ca* salinimi ile bir diger mekanizma ise hiicre dist
Ca*? girisini voltaj kapili L-tipi kanallar veya reseptor-duyarli Ca*? kanallar1 (Ing: receptor-
operated calcium channel, ROCC) veya her ikisi yoluyla hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu
arttirmasina neden olur (204, 205). Bunun yanisira, oksitosin Ca*>-ATPaz’m inhibe edip

ayn1 zaman Ca'™

un hiicre disina ¢ikisini engeller. G proteinine bagl reseptorlere ait diger
reseptorlerden farkli olarak OTR’ler hiicrelere 6zgii sekilde regiile edilmektedir. Bu duruma

ornek olarak; doguma yakin donemde plazmada OT artisina eslenik olarak myometriyumda

38



OTR’nilin artip dogum sonras1 azalmasidir. Bununla birlikte, progesteronun, OTR’lere
baglanarak OT aktivasyonunda inhibisyona bdylece myometriyumun gevsemesine neden

oldugu diistiniilmektedir (206, 207).

Tez ¢alismasinin kapsaminda, epileptik ve saglikli myometriyal diiz kas kasilmasinin
olas1 farkliliklart incelenmistir. Bununla birlikte, sik¢a kullanilan endojen uyarici oksitosine
duyarhliklarinin  farkli olup-olmadigi ve secili AE[’lerin oksitosin ile indiiklenmis
myometriyal diiz kas kasilmasina doza bagli etkilerini ortaya koymak i¢in deneysel

arastirmalar yapildi.
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3. GEREC ve YONTEM

Deneysel tez ¢aligmasimin etik onay1 (Etik Kurul Dosya no 2019/22), Karadeniz
Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’ndan alindi.
Arastirmalar etik kurul ilkelerine uygun olarak Karadeniz Teknik Universitesi Fizyoloji

Anabilim Dali’nda yapildi.
3.1. Deney Hayvanlar

Bu deneysel g¢alismalarda erigskin (alti aylik, agirliklar1 ortalama 250-300 gram
arasinda) WAG/R1jj disi sicanlar Charles River Laboratuvari’ndan (Laboratories, Research
Models an Services, Almanya) temin edildi. WAG/Rij irkinin saglikli kontrolleri olan Wistar
sicanlar ise Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Tiim hayvanlar, Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (Karadeniz
Teknik Universitesi) yetistirilip ve biiyiitiilmiistiir. Hayvanlar 22-25°C arasinda, %65-70
nem iceren ortamda 12’ser saat aydinlik-karanlik dongiide, her kafeste ortalama dort hayvan
bulunacak sekilde tutulmustur. Beslenmeleri standart pelet halindeki sigan yemleri ve
musluk suyuyla (ad libidum) saglanmistir. Her gruptaki sicanlar isaretleme ydntemiyle

numaralandirilmistir.
3.1.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

WAGT/R]j siganlar, Wistar siganlarin kardesleri ile eslestirilme (inbred) yolu ile
uiretilerek genetik absans epilepsi yatkinlig1 olusturulan soylaridir. Bu deneysel arastirmada,
genetik si¢an epilepsi modeli olan WAG/Rij ve bu modelin kontrolii olan saglikli Wistar irki
eriskin disi siganlar kullanilmistir. Arastirmada her iki 1rk icin, gebe olmayan ve gebe olan
2 ana grup olusturuldu. Her iki 1rk gebe grubu icin, kendi 1rkina ait erigkin erkek siganlarla
ciftlestirildi ve giinliik yapilan vajinal smear ile gebe tespit edilenler ilk giinden itibaren ayr1

kafeslere yerlestirilip takip edilmistir.
3.2. Deney Diizeni
3.2.1. Vajinal Smear ile Gebelik Tespiti

Disi sicanlar puberteden yashliga kadar siklik aktivite gosteren polidstrik
hayvanlardir. Sekstiel siklusun tiimii ortalama 4-5 giin siirmektedir. Siklus boyunca
prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus evreleri goriilmektedir. Gebelik ihtimalinin ytliksek
oldugu ciftlesme i¢in uygun evreler prodstrus sonu ve Ostrus evreleridir. Prodstrus

baslangicinda vajinal sitolojide en baskin hiicre tipi intermediyer hiicredir.
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Sitolojik olarak Ostrus evresinde ise niikleuslu epitel hiicreleri ve kornifiye epitel
hiicrelerin belirgin olarak artis gostermektedir. Gebe gruplar i¢in ¢iftlesmeye uygun eriskin
disi sigan belirlerken vajinal smear yontemi kullanilmistir. Vajinal smear; disi si¢anin
kuyrugunun dibinden tutularak sabitlenmis ve pipet ile yaklasik 300 pl distile su (dH2O) ile
doldurulmustur. Vajen distile su ile dikkatle 2-3 kez pipetle yikanmistir. Vajinal yikama,
vulva ve vajendeki hiicreleri igerdigine temas etmeden ilgili servikal ve c¢evre yapilardan
kaynaklanabilecek kontaminasyon riski minimalize edilerek dikkatli bir sekilde ¢alisilmistir.
Pipet icerigi dikkatle lam iizerine bosaltililip, lam {izerindeki smear Ornegi binokiiler
mikroskop ile (10X biiyiitmede) hiicreler incelenerek siklus evreleri tespit edilip not
edilmistir. Prodstrus ve 0strus donemlerinde oldugu tespit edilen disi siganlar ¢iftlesme i¢in

sec¢ilmistir (208).

Secilen eriskin disi siganlar, kendi irkinin erigkin erkeginin bulundugu ayri bir
ciftlestirme kafesine konulmustur. Ciftlestirme giiniinii takiben sabah saat 09:00-10:00
arasinda ¢iftlesmenin bulgu tespiti i¢in vajinal smear yapildi ve gebelik tespiti i¢in; vajinal
tika¢ olusumunun gézlemlenmesi ve esas olarak smearda spermatozoalarin saptanmasi ile

gebeligin sifirinci gilinii olarak kabul edilmistir (Resim 3) (209, 210).

Resim 3. Rat vajinal smear ile spermatozoalarin saptanmasina ait mikroskop goriintiisii

3.2.2. Deneyde Kullamlan Tlaclar

Tez calismasinda kullanilan AEQ’lerin konsantrasyonlari; fenitoin 10, 30 pM ve 1
mM; levetirasetam 1, 3 ve 10 mM ve valproik asit 100, 300 uM, 1 mM ve 3 mM’dir. Her

bir anti-epileptik sirasiyla belirtilen konsantrasyonlarda 10 dakikalik araliklar ile kiimiilatif
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olarak organ banyosunda Krebs ¢ozeltisine ilave edilerek uygulama yapildi. Mekanizma
arastirma protokoliinde yer alan BAYKS8644 (Sigma), dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde

¢Ozilmiistiir.
3.2.3. Myometriyal Dokunun Hazirlanmasi ve izole Organ Banyosu

Gebe siganlar i¢in 0. giinden itibaren 18-20. giline kadar belirli araliklarla agirlik
takibi yapilmistir. Gebeligin 18-20. giiniinde dekapitasyonla sakrifiye edilerek uterus
kesitleri alindi. Tiim disi siganlara orta hat boyunca abdominal insizyon yapildi ve her iki
uterus kornu ¢ikarilip Krebs-Henseleit soliisyonu (Krebs-Henseleit ([mM]: NaCl, 118.2;
KCl, 4,7; MgS04, 1,2; CaCly, 2,5; KH2PO4, 1,2; NaHCO3, 25; glukoz, 11) igerisine alinarak
eksize edilen uterus, yag dokularindan ve diger ¢evre dokulardan dikkatlice temizlendi.
Gebe sicanlarda mezenterik sinir boyunca uzunlamasina ac¢ildi ve her bir sicandan iki serit
olacak sekilde yaklasik 2.5 cm uzunlugunda ve 0.5 cm genisliginde myometriyal seritler

hazirlanmistir (Resim 4).

AETI’lerin etki mekanizmasini incelemek amaciyla kullanilan bir diger protokolde ise
modifiye Krebs c¢ozeltisi i¢in NaCl, esmolar miktarda N-metil-D-glukamin (NMDG)
glukonat ile degistirilmistir.

Dokular temizlendikten sonra ise, hizla Krebs soliisyonu ve oksijenasyon kaynagi
iceren doku banyosuna aktarildi. Izole myometriyum preparatlari, Krebs soliisyonu igeren
151 ceketli cam organ banyolarinda (20 ml kapasitesinde, Caliskan Cam Tiirkiye), bir ucu
izometrik gili¢ ¢evirgecine (BIOPAC, FDT 05, MAY, Commat, Ankara, Tiirkiye) bagh
olacak sekilde, digeri ise organ banyosu alt kismina sabitlenecek sekilde dikey olarak

astlmigtir. Calismada toplam 114 myometriyal serit incelenmistir.
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izole organ banyosu ve veri kaydi

| Gebe sianda uterus M evatcal I -  izole organ banyo
diseksiyonu - hmrlanm::u‘ =y . ol kanali

Izole organ banyosu
kanal kayit grafikleri

Resim 4. /n vitro deney siireci (Gebe si¢an)

3.2.4. izometrik Kasilmalarin Kaydedilmesi ve Farmakolojik Testler

[k asamada, myometriyum Kesitleri izole organ banyosu igerisinde standart olarak
normoksik gazla (%95 Oz + %5 CO») siirekli gazlandirilan, 37°C’de (termostatik kontrollii
bir su sirkiilatorii araciligryla cam banyonun iki ¢eperi arasinda sicak su dolandirilarak) sabit
sicaklik ve pH’s1 7.4 degerindeki Krebs icine yerlestirildi. izole organ banyolarina tiim
preparatlar yerlestirildikten sonra, 1 gram dinlenme gerimi altinda, (15 dakikada bir taze
¢ozelti ile yikanarak) 60 dakika siiresince gerime adapte edildi. Bu pasif adaptasyon
periyodu sirasinda spontan kasilmalarin ortaya ¢ikmasindan sonra, spontan kasilmalar
kaydedildi. Istirahat gerimine (1 gramlik) 60 dakikalik bir uyum periyodunda spontan
kasilma gosteren myometriyum kesitlerinin bulundugu banyolara uterotonik ajan olarak
oksitosin (1 IU/ml) uygulandi. OT uygulandiktan 10 dakikalik kayit sonrasi {i¢ farkli anti-
epileptik grubun (levetirasetam, fenitoin ve valproik asit) gebe olmayan ve gebe grubuna
gore her birinin farkli dozlarinin yer aldigi uygun grup protokolleri uygulandr (Sekil 4).
Gruplarn in vitro protokollerine uygun olarak, LEV, PHT ve VPA gruplari ayr1 ayr1 her bir
banyoya ilgili ilag dozuna karsilik miktarda kiimiilatif olarak 10 dakikalik periyotlarda in

vitro yontemle ila¢ uygulamasi yapilmistir (Sekil 5).
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WA G/Rij

'Non- Gebe Grup] Gebe Grup
— LEV (1mM, 3mM, 10mM) = 12 LEV (ImM, 3mM, 10mM) = 9
—{ PHT (10uM, 30uM, 1004M) = 10 PHT (10uM, 30uM, 100uM) =9 |

- VPA (100uM, 300uM, 1mM, 3mM) = 10 |

Kombinasyon Grubu
LEV (3mM) + VPA (ImM) =7
PHT (30uM) +VPA (ImM) =7

Wistar
'Non- Gebe Grup | Gebe Grup
LEV (ImM, 3mM, 10mM) = 10 | LEV (ImM, 3mM, 10mM) = 10
PHT (10pM, 30pM, 100pM) = 10 | PHT (10pM, 30uM, 100uM) = 10

VPA (100pM, 300pM, 1mM, 3mM) = 10 |

Sekil 4. Deney gruplarinin detayli semasi. (Non gebe: Gebe olmayan, LEV: Levetirasetam,
PHT: Fenitoin, VPA: Valproik asit. Gruplarin karsisindaki her rakam, myometriyal

serit say1sin1 gostermektedir)

60 dk 10 dk 10 dk 10 dk 10 dk
A A A J A
[ | | I I |
Uygulama Zamam (dk.)
' (Adaptasyon) & l l l l
0. dk _
Oksitosin | Uiml LEV ImM LEV 3mM LEV 10mM
g Oksitosin 1U/ml PHT 10uM PHT 30uM PHT 100uM
% Oksitosin 1U/ml VPA 100uM VPA 300uM VPA ImM VPA 3ImM
=
E Oksitosin [U/ml  (LEV 3mM + VPA ImM)*
Oksitosin 1U/ml  (PHT 30uM + VPA ImM)*

Sekil 5. Deney protokolii. (LEV: Levetirasetam, PHT: Fenitoin, VPA: Valproik asit.
*Kombinasyon grubuna ait uygulamalar)
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Ana farmakolojik protokol tamamlandiktan sonra, AEI’lerin kontraksiyona olas1 etki
mekanizmasina dair bilgi edinmek iizere; yiiksek miktarda KCI (60 mM, spesifik olmayan
membran depolarizasyonunu indiiklemek ve bu mekanizmadaki roliinii degerlendirmek igin)
banyoya ilave edilip kaydedilmistir. Bununla birlikte ana protokol disinda WAG/Rij gebe
olmayan siganlara ait myometriyum seritleri Bay K8644 (kanal inhibisyonu degerlendirmek
icin bir kalsiyum iyon kanali agonisti) uygulanarak ve NMDG (hiicre dis1 spesifik olmayan

katyon kanallarinin rollerini degerlendirmek i¢in) kullanilarak aragtirilmistir.

[zometrik gerim degisiklikleri, bilgisayar aracili bir fizyolojik veri toplama ve
kaydetme sistemi (BIOPAC MP100, MAY, Tirkiye) aracilifiyla kaydedilmistir. Fazik
kasilma niteliginde olan myometriyal kontraksiyonlarin frekansi, amplitiid ve kasilma giicii
(egri altinda kalan alan=AUC) parametrelerine ait degerler, 10 dakikalik periyotlar halinde

degerlendirilmistir.
3.3. Deney Sonuclarinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Oksitosin  ile  indiiklenmis  kasilmalara  segilen =~ AEl’lerin  etkilerinin
degerlendirilmesi, (1 IU/ml) OT ile indiiklenmis kontraksiyon %100 olarak alinip AEQ’lerin
OT ile indiiklenmis kontraksiyona (%100) kiyaslanmasi (amplitiid ve AUC parametrelerine

yanstyan degerleri %’e doniistiiriilerek) yapilarak elde edilmistir.

Spontan kontraksiyon ile OT indiiklenmis kontraksiyon kiyaslanmasinda ise, saglikli
gebe olmayan kontrol Wistar’a ait spontan periyodundaki kontraktil aktivite (amplitiid ve
AUC) %100 olarak alind1 ve her kayit i¢in indiiklenmis OT kasilma degerlerinin yiizdesi
spontan kasilma (%100) ile karsilagtirildi. Sadece frekans degerleri mutlak degeri ile

kiyaslanmistir.

Veriler, Windows i¢in SPSS (SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edildi. Grafikler, Microcal Origin siirim 5.00 (Microcal Software,
Northampton, MA, ABD) kullanilarak hazirlandi. Yiizde verilerin normal olmayan
dagilimin diizeltmek i¢in veriler arksin doniisiimii ile doniistiiriild{i, uygun oldugunda one
way veya two way varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel anlamlilik analiz edildi.
Ortalamalarin post hoc pair-wise karsilastirmalar1 Student-Newman-Keuls yontemiyle

yapildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez caligmasinda saglikli kontrol Wistar ve epileptik WAG/Rij sicanlarin her ikisi
icin gebe olmayan gruba ait seritlere; LEV, PHT, VPA ve gebe grubuna ait seritlere; LEV,
PHT ilaglar1 ve tiim bu AEI’lerin ilgili dozlar1 (bkz. gere¢ ve yontem) uygulanip arastirildi.
Buna ek olarak non-gebe WAG/Rij 1rkina ait belirlenen dozlarda iki farkli ajan igeren
kombinasyon grubu (“30 uM PHT + I mM VPA” ve “3 mM LEV+ 1 mM VPA”) da yer

almaktadir. Grafiklerde, AUC (%) ve frekans parametrelerine ait veriler kullanildi.

4.1. Saghkh Kontrol Wistar ve Epileptik WAG/RIij Sicanlarima Ait Myometriyum

Seritlerinin Spontan ve Oksitosin ile Indiiklenmis Kasilmalarin Karsilastirilmasi

Epileptik WAG/Rij sicanlar ve saglikli kontroli Wistar siganlaridan alinan
myometriyum seritlerinde her iki irkta da adaptasyon siirecinde goriilen spontan
kontraksiyon (gerim ile indiiklenen) ve sonrasinda literatiirde kanitlanmis bir endojen uterus
kasilma uyaricist olan OT kontraksiyon yanitlar1 karsilagtirildi. OT uygulamasi hem gebe
olmayan hem de gebe olan myometriyum seritlerinde kasilma cevabina neden oldu. Bununla
birlikte, OT uygulamasina verilen kasilma yanitlar1 incelendiginde irka bagli olarak

duyarliligin farkli oldugu saptandi.

Saglikli kontrol Wistar irkina ait non-gebe grubuna ait kasilma verileri, tim diger irk
ve gruplarla kiyaslandi. Non-gebe ve gebe sagliklt Wistar ve epileptik WAG/Rij siganlarin
myometriyumuna ait spontan ve OT ile indiiklenmis kontraktilitenin verilerine (normalize

AUC % olarak) ait 6zet Tablo 1’de yer almaktadir.

Kontrol Wistar sicanlara ait myometriyal seritlerin spontan kontraktilitesi (normalize
AUC 9% olarak) WAG/R] ile kiyaslandiginda, non-gebe seritleri arasinda spontan
kontraktilitenin WAG/R1j irkinda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu ancak gebe seritler
karsilastirildiginda ise Wistar irkinda daha yiiksek oldugu saptandi (Tablo 1).

Bunun yanisira, OT ile indiiklenmis non-gebe grubuna ait myometriyal seritlerin
kontraksiyon cevaplar1 her iki 1k i¢in karsilastirildiginda WAG/Rij sigcanlara ait
myometriyumun oksitosine anlamli diizeyde daha yiiksek kontraksiyon cevabi verdigi

bulundu (Tablo 1).
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Tablo 1. Saglikli kontrol Wistar ve epileptik WAG/Rij sicanlarina ait myometriyum
seritlerinin spontan ve oksitosin ile indiiklenmis kontraksiyon verilerinin (AUC,
ortalama %) karsilastirilmast.

Std. Std

N Mean Sapma hata p degeri

c Spontan 30 100 100 100 0.0001

25s Oksitosin 30 289.7 342.2 342.2 0.0001
SE&
© 2
=

RS Spontan 20 249.8 314.5 385.2 0.0001

e g Oksitosin 20 587.3 1036.9 1269.9 0.0001

= Spontan 32 140.1 125.5 121.6 0.0001

25 e Oksitosin 32 395.7 363.1 351.6 0.0001
o & 2 s
O E a &£
o S
N

2 e = Spontan 18 179.0 230.7 297.9 0.0001

S g Oksitosin 18 413.6 410.4 529.8 0.0001

4.2. Saghkh Kontrol Wistar ve Epileptik WAG/Rij Sicanlarina Ait Non-Gebe ve Gebe
Myometriyal Seritlerin Oksitosin ile Indiiklenmis Kasilmalarma Secili Antiepileptik

flaclarin Doza Bagh Etkilerinin Karsilastirilmasi

Her iki 1rka ait tlim deney gruplar1 ve dozlariin kontraktil parametreler ((ortalama
%) AUC, (ortalama %) amplitiid ve (ortalama %) frekans) iizerindeki doza bagl etkilerinin
karsilastirilmasi ve p degerlerine dair veriler Tablo 2°de yer almaktadir. VPA, her iki irkta

da sadece non-gebe seritlerine uygulandigi icin Tablo 2’de gebe grubunda yer almamaktadir.

Ozet Tablo 2’ye genel olarak bakildiginda, PHT (10, 30 ve 100 pM) ve VPA (100,
300 uM, 1 mM ve 3 mM) kiimiilatif uygulamasinin, kontrol Wistar ve epileptik WAG/Rjj
ait normalize edilmis ortalama AUC, amplitiid ve frekans verilerinde doz konsantrasyonuna
bagl olarak kontraksiyonda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Bu durumun tersine
LEV’°de ise, myometriyal seritlerin kasilma parametreleri lizerindeki etkisi; doz, irk ve

gebelik durumuna bagl varyasyonlar saptandi (Tablo 2).
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Tablo 2. Non-gebe ve gebe saglikli Wistar ve epileptik WAG-Rij sicanlarindan izole edilen
myometriyum seritlerinin oksitosin ile indiiklenmis kontraksiyonuna seg¢ilmis

antiepileptik ilaglarin doza bagl: etkileri.

Irk GRUP AEI Konsantrasyon Ort. Ort. AUC Ort. N
Amplitiid+SD +SD (%) Frekans+SD
(%) (%)
10 pM 89.4+9.7% P 67.848.9% ¢ 83.7£9.7% €
2
8 30 uM 72.1+14.9% ¢ 40.7x155% ¢ 51.9+241% ¢ 10
5
z.
100 uM 27.14205% P 158:95% ¢ 17.7423.5% P
g
= 10 uM 61.7+27.7 53.9+26.9% ¢ 67.7£35.5% ?
2 30 uM 28.44303% ° 28.8417.5% ¢ 323451.8%° 10
O
100 pM 8.4+14.3% © 19.44143% ¢ 14.9429.6% °
o
=
10 uM 96.8+6.8 86.748.6  85.9+11.8% P
2
S 30 uM 84.9+11.2% ®  69.2414.9% ¢ 725:142% ¢ 10
E
Z
. 100 pM 69.5£14.9% ¢ 375+17.3% ¢ 40.5+30.8* ©
7
2
= 10 uM 70.4+13.7% ¢ 55.6+29.20% ¢ 66.8£36* *
8 30 uM 31.7£25.7% ¢ 23.3349.08* ¢ 39.7+283% ¢ 9
O
100 uM 8.24189% P 13247.48% ¢ 12.9423.9% °
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Tablo 2. (Devam)

Irk GRUP AEI Konsantrasyon Ort. Ort. AUC Ort. N
Amplitiid+SD +SD (%) Frekans£SD
(%) (%)
1 mM 106£4.9% b 104.2+8.76 97.6+5.9
3
[5)
‘-g 3mM 105.949.7 107.6£15.9 97+8.0 10
o
Z.
. 10 mM 105.7+15.1 114.4£15.2% 2 99.4+11.4
= 1 mM 92412.1 80.3417.9 96.3419.7
3 3mM 92.3+18.5 91.1426.4 90.8+12.3* 2 10
S
. 10 mM 98.9+15.5 109.9+38.7 95+14.5
=
- 1 mM 10574535  117.1211.5%*  86.2+13.8% b
3
3 3 mM 109.3£10.28* @ 119.8+19.2% * 91.3+15.9 12
=]
o
> ~ 10 mM 107.5+12.1 119.2421.9% 2  77.8429.3% ¢
O
§ 1 mM 91.7+7.9% 2 73.8416.2 92.9+12.9
3 3mM 96.2+6.7 78.6£16.7 100+26.8 9
S
10 mM 92.146.9% 107.7+40.7 115.7+23.3
100 uM 93.9£9.9 91.3+8.9 90.7+7.9% b
. 300 uM 91.7£15.6 82.4+11.5% ¢ 83.247.4% ¢
<
Z 10
= 1 mM 84+16.3* * 62+12.05* © 70.4+8.6*
2 3 mM 66.9+£17.7% ¢ 48.6£9.9* © 56.9+11.6* ©
Q £
§ > 100 uM 97.943.3 92.248.6 84.4£10.9% ©
2 300 uM 94.9+5,5% 2 80.4£11.5%°  71.9+12.1%¢
&5 10
§ 1 mM 86+£9.4% ¢ 58.3116.4* © 57.6+15.9% ©
3 mM 732427.7%0  34.1420.1% ¢ 32.247.8%¢

Veriler, 50 farkli hayvandan myometriyal numunelerin kullanildig1 deneylerin ortalama +
SD’si olarak ifade edilmistir. AUC: Egri altinda kalan alan; PHT: Fenitoin; LEV:
Levetirasetam; VPA: Valproik Asit. N: Gruba ait myometriyal serit sayisi; Non-gebe: Gebe
olmayan. Kontrol (oksitosin ile indiiklenmis kasilma) ait ortalama amplitiid, frekans ve AUC
% olarak normalize edilmis, kontrol (%100) ve ajan uygulamalar1 sonras1 donem arasinda
AET’ler arasinda ve yine doza bagli bir sekilde karsilastirmalar yapilmistir. Bold degerler,
ayni satirda (* 2: p<0.05, * »: p<0.01, * ¢: p<0.001) kontrole gore kiyaslanmis degerlere gore

karsilik gelen farkin (*: p<0.05) 6nemini gostermektedir.
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4.2.1. Saghkh Kontrol Wistar Sicanlara Ait Myometriyal Seritlerin Oksitosin ile
Indiiklenmis Kontraksiyonuna Secili Antiepileptik ilaclarin Doza Bagh Etkileri

Saglikli kontrol Wistar siganlardan non-gebe ve gebe olmak iizere iki temel grup
olusturulup, tez galismasi igin se¢ilmis AEI’lerin myometriyum kontraksiyonuna potansiyel
etkileri arastirildi. Wistar irkina ait seritlerin, OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum
kasilmasmma LEV (1 mM, 3 mM, 10 mM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi
sonucunda etkileri incelenip, non-gebe ve gebe gruplarina ait myometriyal doku seritleri
karsilastirildi (AUC parametresine ait grafikler, %).

-0 Wistar (Non-Gebe) n=10 b] —m— Wistar (Gebe) n=10

©
2

=

2

. *a =

¥ 125 B

5 o 3

E - 114,42 g 125

8 I — 1. 11078 = b

£ 1004 g 1042 E . n 11009
B - E 100 . / 100 €
2 - i‘-‘“\- B 911 B
§ 1o 5 - ox. E————
H 2

2 2

= 3

H 2

o 504 2

5 E 50+

i -]

£ 2

£ 25+ S 25

T [}

2

0 T T T T 0 T T T T
1mM LEV 3mM LEV 10mM LEV 1mM LEV 3ImM LEV 10mM LEV
[
oT 1pL OT 1L

Sekil 6. Wistar irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimtilatif uygulanan levetirasetamin AUC (%) parametresine doza bagh etkisinin
(a) non-gebe ve (b) gebe seritlerinde karsilastirilmasi

Wistar 1irkina ait non-gebe ve gebe seritlerinin OT ile indiiklenmis kasilmalarina LEV
dozlarinin etkisi karsilastirildiginda (ortalama %AUC), non-gebe grubundaki myometriyal
seritlerin sadece en yiiksek doz olan (10 mM) LEV uygulamasinda (ortalama %AUC=
114.4+15.2, p=0.022) kasilmada artig goriiliirken, gebe grubundaki seritlerde ise kasilma
tizerindeki etkisinde istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 2). Bununla
birlikte, gebe Wistar irkina ait myometriyal seritlerde LEV dozlarinin kasilmaya etkisinde
(ortalama %AUC LEV:l1 mM= 89.3+17.9, 3 mM= 91.1£26.4, 10 mM= 109.94+38.7)
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 6).

Ayni deney gruplarina ait myometriyal seritlerin LEV dozlarinin myometriyum
kasilma frekansina etkileri non-gebe ve gebe gruplari i¢in ayr1 ayri degerlendirilmistir.
Wistar 1irkina ait OT ile indiiklenmis myometriyum kasilma frekanslarina LEV uygulamasi,

non-gebe ve gebe gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadi.
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Wistar irkina ait myometriyal seritlerde, OT ile indiiklenmis (%100) kasilmalara
PHT (10 uM, 30 pM, 100 pM) dozlarmin sirasityla kiimiilatif uygulanmasi sonucunda

kontraksiyon iizerindeki etkileri incelendi.

) -0 Wistar (Non-Gebe) n=10 b) —m— Wistar (Gebe) n=10
a

=1

=1
1

]

100

%
o

s 100 [100

*c
75 T
i - . |67.8 =

- 9
2 53,9

*c Liarasian
N %\ 28,8
+ | =1194

T 10pMPHT | 30pMPHT | 100pMPHT " {0uMPHT ' 30pMPHT ' 100pMPHT '

.\‘
o
1

Mean,%

*

o

Mean

AUC, oksitosinle indiiklenen kasilma cevabi %

o
3
I N
/*
o

AUC, oksitosinle indiiklenen kasilma cevabi

o
o

T OT 1L T OT 1L

Sekil 7. Wistar irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimiilatif uygulanan fenitoinin AUC (%) parametresine doza bagl etkisinin (a)
non-gebe ve (b) gebe seritlerinde karsilastirilmasi

Wistar’a ait myometriyal seritlerin kasilmalarina PHT dozlarinin non-gebe (ortalama
%AUC PHT:10 uM= 67.8+8.9, p=0.001; 30 uM=40.7£15.5, p=0.001; 100 uM= 15.8+9.5,
p=0.001) ve gebe (ortalama %AUC PHT:10 uM = 53.9+26.9, p=0.0001; 30 uM=28.8+17.5,
p=0.0001; 100 uM= 19.4£14.3, p=0.0001) gruplariin her ikisinde de kontraksiyona
inhibisyon etkisinin ilk dozdan itibaren ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel anlamliliga sahip

oldugu bulundu (Sekil 7).

Ayn1 deney gruplarina ait myometriyal seritlerin PHT dozlariin myometriyum

kasilma frekansina etkileri non-gebe ve gebe gruplari i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.
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Sekil 8. Wistar irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimtilatif uygulanan fenitoinin frekans parametresine doza bagl etkisinin (a) non-
gebe ve (b) gebe seritlerinde karsilastiriimasi

Wistar’a ait OT ile indiiklenmis myometriyal seritlerin kasilma frekanslarina
PHT’nin doza bagl etkisi, hem non-gebe hem de gebe grubunda 30 uM (p=0.0001) ve 100
UM (p=0.0001) frekansta diisiise neden oldugu cok yiiksek diizeyde istatistiksel anlamliliga
sahip oldugu saptandi (Sekil 8).

©000.00

30uM PHT 100uM PHT
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Resim 5. Non-gebe Wistar’a ait myometriyal seritin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimiilatif uygulanan fenitoinin doza bagli etkisi. (Temsili bir orijinal trase
grafigidir)

Non-gebe Wistar irkina ait, OT ile indiiklenmis kasilmaya PHT nin doza bagli olarak
inhibisyon etkisi belirgin olarak saptandi. Ozellikle en yiiksek PHT dozu olan 100 pM

kasilmay1 tamamen inhibe etti (Resim 5).
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4.2.2. Epileptik WAG/Rij Sicanlara Ait Myometriyal Seritlerin Oksitosin ile
Indiiklenmis Kontraksiyonuna Secili Antiepileptik ilaclarin Doza Bagh Etkileri

Epileptik WAG/Rij’a ait non-gebe ve gebe olmak lizere myometriyal seritlerin, tez
calismasi i¢in secilmis AEI’lerin doza bagli myometriyum kontraksiyonuna potansiyel

etkileri incelendi.

WAG/R]j irkina ait, OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum kasilmasina LEV (1
mM, 3 mM, 10 mM) dozlarmin sirastyla kiimiilatif uygulanmasi sonucunda etkileri
incelenip, non-gebe ve gebe gruplarina ait seritlerin kontraksiyonlar karsilagtirildi (AUC

parametresine ait grafikler, %).
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Sekil 9. WAG/Rjj irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimiilatif uygulanan levetirasetamin AUC (%) parametresine doza bagh etkisinin
(a) non-gebe ve (b) gebe seritlerinde karsilastiriimasi

WAG/Rjj’a ait OT ile indiiklenmis non-gebe ve gebe myometriyal seritlere LEV’in
doza bagh etkisi karsilastirildiginda, sadece non-gebe seritlerinde LEV’in (ortalama %AUC
LEV:I mM=117.1£11.5, p=0.049; 3 mM=119.8+19.2, p=0.017; LEV:10 mM=119.2421.9,
Pp=0.022) kasilmaya uyar1 egilimindeki etkisi tiim dozlarinda diisiik diizeyde anlamlilik
saptandi, gebe grubuna ait seritlerde (ortalama %AUC LEV:1 mM= 73.8+16.2, p=0.1; 3
mM=78.6£16.7, p=0.2; LEV:10 mM= 107.7+40.7, p=0.9) ise kasilmada diisiis tespit edildi
ancak bu etki istatiksel olarak anlamli degildi (Sekil 9).

Ayni deney gruplarina ait myometriyal seritlerin LEV dozlarinin myometriyum

kasilma frekansina etkileri non-gebe ve gebe gruplari i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.
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Sekil 10. Non-gebe WAG/Rij’a ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis
kasilmalarina kiimiilatif uygulanan levetirasetamin frekans parametresine doza
bagl etkisi

WAG/Rjj irkina ait OT ile indiiklenmis myometriyum kasilma frekanslarina LEV’in
doza bagl etkileri; en yiiksek doz 10 mM (p=0.011) i¢in anlamh olarak frekansta diisiis
saptandi (Sekil 10). Bunun yanisira, gebe grubuna ait myometriyal seritlerin kasilma

frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

WAG/R]j rkina ait PHT gruplarinda, OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum
kasilmasina PHT (10 pM, 30 uM, 100 pM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi
sonucunda etkileri incelenip, non-gebe ve gebe gruplarina ait grafikler karsilastirildi (AUC
parametresi, %).
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Sekil 11. WAG/Rjj irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimiilatif uygulanan fenitoinin AUC (%) parametresine doza bagli etkisinin (a)
non-gebe ve (b) gebe seritlerinin karsilastirilmasi
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WAG/Rij’a ait non-gebe ve gebe gruplarinin her ikisinde de kasilma iizerindeki
inhibisyon etkisi net olarak bulundu. Non-gebe grubunda Ozellikle 30 uM (ortalama
%AUC=69.2+14.9, p=0.001) ve 100 uM PHT (ortalama %AUC= 37.5+17.3, p=0.001)
dozlarinin her ikisinde de myometriyal seritlerde kasilmaya yiiksek diizeyde anlamli
inhibisyon saptandi, gebe grupta ise kasilmaya inhibisyon etkisi tiim dozlarda (ortalama
%AUC PHT:10 pM =55.6+29.20, p=0.001; 30 pM=23.33+9.08, p=0.001; 10 pM=
13.2+7.48, p=0.001) yiiksek diizeyde anlamliliga sahip oldugu bulundu (Sekil 11).

Ayni deney gruplarina ait myometriyal seritlerin PHT dozlarinin myometriyum

kasilma frekansina etkileri non-gebe ve gebe gruplari i¢in ayri ayr1 degerlendirildi.

a) WAG Rij (Non-Gebe) n=10 b) WAG Rij (Gebe) n=9
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oT 1L t oT 1L

Frekans, oksitosinle indiiklenen kasiima cevabi
o
1

Frekans, oksitosinle indiiklenen kasilma cevabi

Sekil 12. WAG/Rjj irkina ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilmalarina
kiimiilatif uygulanan fenitoinin frekans parametresine doza bagli etkisinin (a)
non-gebe ve (b) gebe seritlerinde karsilastirilmasi

WAG/Rjj irkina ait myometriyal seritlerin OT ile indiiklenmis myometriyum kasilma
frekanslarina PHT in doza bagl etkisi, hem non-gebe hem de gebe grubuna ait geritlerde 30
uM ve 100 uM PHT dozlarinin kasilma frekansina istatistiksel olarak anlamli inhibisyon
etkisi bulundu. Ozellikle gebe grubuna ait seritlerin kasilmalaria 30 pM (p=0.001) ve 100
uM (p=0.001) PHT dozlarinda frekanstaki azalma istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde
anlamliliga sahip oldugu saptand1 (Sekil 12).
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4.2.2.1. Non-Gebe Epileptik WAG/Rij Sicanlara Ait Myometriyal Seritlerin Oksitosin

ile Indiiklenmis Kontraksiyonuna Secili Kombinasyon Antiepileptik Ilaclarin Etkisi

Calismada, non-gebe epileptik WAG/Rij siganlardan alinan myometriyal seritlerin
OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum kasilmasina (10 dakikalik periyot), (“30 uM PHT
+1 mM VPA” ve “3 mM LEV+ 1 mM VPA”) secili kombinasyon AEI’lerin olasi1 kontraktil
modiilator etkileri arastirilip non-gebe epileptik WAG/Rij ait myometriyal seritlere her iki
kombinasyonun uygulandigi kasilma iizerine etkileri karsilastirildi (AUC parametresine ait

grafikler, %).
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Sekil 13. Non-gebe WAG/Rij’a ait myometriyal seritlerin oksitosin ile indiiklenmis
kasilmalara kombinasyon gruplarinin: (a) 3 mM LEV+ 1 mM VPA ve (b) 30 uM
PHT + 1 mM VPA, AUC (%) parametresine etkisi

Non-gebe WAG/Rij’a ait seritlerin OT ile indiiklenmis kasilmalarina “3 mM LEV +
1 mM VPA” kombinasyonun kasilmaya etkisi (normalize % ortalama) AUC’de hafif artis
(%100°den %107.8+14, p=0.2, n=7), ortalama frekans yoniiyle ise azalma (OT: 18£3,4, (3
mM LEV+ I mM VPA): 16£3.3, p=0.3, n=7) saptand1 ve (normalize %) amplitiid
(%100'den %99.9+5, p=0.9, n=7) degerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (Sekil 13a).

Non-gebe WAG/Rjj’a ait seritlerin OT ile indiiklenmis kasilmalarina “30 uM PHT
+ 1 mM VPA” kombinasyonu grubundaki sicanlarin OT ile indiiklenen myometriyum
kasilmalarinda; ( normalize % ortalama) AUC (%100°den %68.4+17, p=0.003, n=7),
ortalama frekans (OT: 17.4£3.5, (30 uM PHT + 1 mM VPA): 11.4+4.4, p=0.016, n=7) ve
amplitiid (%100°den %88.6+12, p=0.05, n=7) parametrelerinde diisiis saptand1. Ozellikle
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AUC (%) ve frekans kasilma parametrelerinde yiiksek diizeyde anlamli inhibisyona neden

oldugu bulundu (Sekil 13b).

4.2.2.2. Non-Gebe Epileptik WAG/Rij Sicanlarda Fenitoin’in, Kalsiyum Kanal
Agonisti Bay K864 ile Myometriyal Kasilma Uzerindeki Inhibitor Etkileri, Hiicre Dis1
Sodyum Iyonunun NMDG" ile Degistirilmesi ve Yiiksek Potasyum ile Membran

Depolarizasyonun Modiilasyonu

BAYK 8644 i¢in ¢oziicii olarak kullanilan DMSO, non-gebe WAG/Rij siganlarindan
elde edilen myometriyum seritlerinin kontraktilitesi (kontrol AUC: %100°den %92+16
(n=6, p>0.95) lizerinde anlamli diizeyde farklilik olusturmadigi tespit edildi.

Tek doz Fenitoin (100 uM) uygulamasi, non-gebe WAG/Rij siganlarin OT ile
indiiklenmis kasilmaya ait AUC parametresinde istatistiksel diizeyde anlaml1 diisiis bulundu
(OT: %100°den PHT: %4749, n=3, p<0.01) ardindan uygulanan BAY K8644’nin kasilmaya
etkisinin ortalama AUC’si ile karsilastirildiginda kasilmalar tizerine (BAY K8644: %51+13,

n=3, p>0.05) toparlamada anlaml1 artisa neden oldugu saptandi.

Hiicre dis1 kayit soliisyonundaki Na", NMDG" ile degistirildiginde oksitosin non-
gebe WAG/R1j ait myometriyal seritlerde kasilmay1 uyard: (spontan kasilmalarin ortalama
AUC’si: %100, OT AUC: %145+£30, n=3, p<0.14). Sonrasinda uygulanan fenitoinin,
kasilmalarin AUC parametresinde istatistiksel olarak anlamli inhibisyon saptand1 (OT AUC:
%100, PHT AUC: %39+10, n=3, p<0.0I1) ve ardindan uygulanan BAY K&8644’nin
kasilmaya etkisi (BAY K8644 AUC: %37+23) ile karsilagtirildiginda anlamli diizeyde
farklilik bulunmadi.

Son olarak yiiksek miktarda KCl (60 mM) uygulandiginda; hem normal hiicre dis1
kayit soliisyonunda hem de NMDG" igeren kayit soliisyonu sonrasi fenitoinin neden oldugu
kasilma {tizerindeki inhibisyon etkisini istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermeyen

kismi toparlama tespit edildi.

4.3. Oksitosin ile Indiiklenmis Myometriyum Kasilmalarina Antiepileptik ilaclarin
Etkilerinin Kontrol Wistar ve Epileptik WAG/Rij Irklarina Dair Kontraksiyon

Farkhhiklarin Karsilastirilmasi

Calismada, hem non-gebe hem de gebe gruplarinin Wistar ile WAG/Rjj ait sican

myometriyumlarma AEQ’lerin etkisi kiyaslanmustir.
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4.3.1. Kontrol Wistar ve Epileptik WAG/RIj Irklarina Ait Non-Gebe Myometriyal

Seritlerin Karsilastirilmasi

Non-gebe myometriyal seritlerin OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum
kasilmasia LEV (1 mM, 3 mM, 10 mM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi sonucu
kasilmaya etkileri incelendi, Wistar ve epileptik WAG/Rij irklar karsilastirildi (AUC

parametresine ait grafikler, %).
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Sekil 14. Non-gebe myometriyal seritlerde levetirasetamin doza bagh kasilmaya etkisinin,
Wistar ve WAG/Rjj irklarina ait AUC (%) verilerinin karsilastiriimasi

Non-gebe grubunda LEV’in diisiik dozlar1 WAG/R1j wrkinda daha belirgin olmak
lizere her iki irkta da kasilmada hafif artis saptandi. Ozellikle 1 mM LEV dozu (p=0.007)

i¢in her iki 1rk arasinda anlamli fark vardi (Sekil 14).

Ayni deney grubunda LEV’in doza bagli myometriyum kasilma frekansina etkileri

Wistar ve WAG/Rij irklar karsilastirildi.
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Sekil 15. Non-gebe myometriyal seritlerde levetirasetamin doza bagh kasilma frekansina
etkisinin, Wistar ve WAG/Rij irklarinda karsilagtirilmasi

Epileptik WAG/R1Jj siganlarda, saglikli kontrolii Wistar’a kiyasla OT ile indiikleme
sonucu OT kontraksiyon cevabinin frekansinda istatiksel olarak anlamli (p=0.009) yanit

saptandi (Sekil 15).

Non-gebe myometriyal seritlerinin, OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum
kasilmasma PHT (10 uM, 30 pM, 100 uM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi
sonucu kasilmaya etkileri incelendi, Wistar ve epileptik WAG/Rij 1wrklar1 arasindaki

farkliliklar karsilastirildi (AUC parametresine ait grafikler, %).
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Sekil 16. Non-gebe myometriyal seritlerde fenitoinin doza bagl kasilmaya etkisinin, Wistar
ve WAG/Rij irklarma ait AUC (%) verilerinin karsilastirilmasi
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Ozellikle en diisiik doz olan 10 uM PHT’de (p=0.0001) iki 1rk arasinda 6nemli
diizeyde anlamli farklilik bulundu. PHT’nin non-gebe Wistar irkina ait myometriyal
seritlerin kasilmasina inhibisyon etkisi, WAG/Rij irkina kiyasla daha fazladir. Her iki irk
arasinda myometriyal kasilmada tiim dozlar i¢in (10 uM, p=0.0001; 30 uM, p= 0,001; 100
uM, p=0.004) anlaml diisiis saptand1 (Sekil 16).

Ayni deney grubunda PHT nin doza bagli myometriyum kasilma frekansina etkileri

Wistar ve WAG/Rij rklar karsilagtirildi.

B3 Wistar  Non-Gebe n=10
227 Wag Rij Non-Gebe n=10

7

10pM PHT 30uM PHT 100uM PHT
T OT 1L

Frekans, oksitosinle indiiklenen kasilma cevabi

Sekil 17. Non-gebe myometriyal seritlerde fenitoinin doza bagli kasilma frekansina
etkisinin, Wistar ve WAG/R1ij irklarinda karsilagtirilmasi

Ozellikle yiiksek dozlarda 30 uM (p=0.043) ve 100 uM (p=0.046) PHT de Wistar

myometriyum seritlerinin kasilma frekanst WAG/Rij’a kiyasla anlamli olarak azald1 (Sekil

17).

60



—0O— Wistar (Non-Gebe) n=10
—O— WAGRij (Non-Gebe) n=10

s 100 o

Ima cevabi

75

= 504

25

AUC, oksitosinle ind

T T T T T
100pM VPA  300pM VPA 1mM VPA 3mM VPA

OT 1L

Sekil 18. Non-gebe myometriyal seritlerde valproik asidin doza bagl kasilmaya etkisinin,
Wistar ve WAG/Rij irklarina ait AUC (%) verilerinin karsilastiriimasi

VPA uygulamasmin doza bagl olarak, non-gebe grubu Wistar (ortalama %AUC,
VPA 100 pM= 91.3£8.9, p=0.3; 300 puM= 82.4+11.5, p=0.001; 1 mM = 62+12.05,
p=0.0001; 3 mM= 48.6+9.9, p=0.0001) ve WAG/R1]j (ortalama %AUC, VPA 100 uM=
92.2+8.6, p=0.7; 300 uM= 80.4+11.5, p=0.015; 1 mM = 58.3+16.4, p=0.0001; 3 mM=
34.1+20.1, p=0.0001) 1rklarina ait myometriyal seritlerin kasilmalarina etkileri
karsilagtirildiginda VPA 300 uM, 1 mM, 3 mM dozlarinin her iki irkta da kasilmay1 inhibe
ederek yiiksek diizeyde anlamli farkliliklar bulundu (Tablo 2). Bununla birlikte, irklarin
myometriyal kasilmalarina etkileri karsilastirildiginda ise iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 18).

Ayni deney grubunda VPA’nin doza bagli myometriyum kasilma frekansina etkileri

Wistar ve WAG/Rij irklar karsilastirildi.
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Sekil 19. Non-gebe myometriyal seritlerde valproik asidin doza bagh kasilma frekansina
etkisinin, Wistar ve WAG/Rij irklarinda karsilagtiriimasi
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Epileptik WAG/R1j rkinda, saglikli kontrolii Wistar’a kiyasla OT ile indiikleme
sonucu OT kontraksiyon cevabinin frekansinda istatiksel olarak anlamli (p=0.041) artis
saptandu. Istatiksel olarak anlamli olmasa da 6zellikle yiiksek dozlarda WAG/Rij ait kasilma
frekansindaki inhibisyonun, Wistar’a gore daha fazla oldugu goriildii (Sekil 19).

4.3.2. Kontrol Wistar ve Epileptik WAG/RIij Irklarina Ait Gebe Myometriyal Seritlerin

Karsilastirilmasi

Gebe myometriyal seritlerin, OT ile indiiklenmis (%100) myometriyum kasilmasina
LEV (1 mM, 3 mM, 10 mM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi sonucu kasilmaya
etkileri incelendi, Wistar ve epileptik WAG/Rij wrklarinin seritleri karsilastirildi (AUC

parametresine ait grafikler, %).
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Sekil 20. Gebe myometriyal seritlerde levetirasetamin doza bagli kasilmaya etkisinin, Wistar
ve WAG/Rij irklarina ait AUC (%) verilerinin karsilagtiriimasi

Her iki irkta da LEV’in ayn1 dozlarinda kasilmalarda benzer etkiler bulundu. Wistar
ve WAG/Rij wklarmin myometriyum kasilmalarna LEV’in doza bagh etkileri
karsilagtirildiginda wrklar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (LEV 1

mM, p=0.06; 3 mM, p=0.2; 10 mM, p=0.9) (Sekil 20).

Ayni deney grubunda LEV’in doza bagli myometriyum kasilma frekansina etkileri

Wistar ve WAG/Rij irklar karsilastirildi.
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Sekil 21. Gebe myometriyal seritlerde levetirasetamin doza bagl kasilma frekansina
etkisinin, Wistar ve WAG/Rij irklarinda karsilastirilmasi
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Ozellikle gebe epileptik WAG/Rij si¢anlarin, saglikli kontrolii Wistar’a kiyasla tiim
kasilma frekanslarmin belirgin olarak daha diisiik oldugu saptandi. Bu sebeple iki 1rka ait
kasilma frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (OT, p=0.0001; 1
mM LEV, p=0.0001; 3 mM LEV, p=0.025; 10 mM LEV, p=0.038) (Sekil 21).

Gebe myometriyal seritlerin OT ile indiiklenmis (%100) kasilmasina PHT (10 puM,
30 uM, 100 uM) dozlarinin sirasiyla kiimiilatif uygulanmasi sonucu etkileri incelendi,

Wistar ve epileptik WAG/R1j irklar1 karsilastirildi (AUC parametresine ait grafikler, %).
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Sekil 22. Gebe myometriyal seritlerde fenitoinin doza bagh kasilmaya etkisinin, Wistar ve
WAG/Rjj rklarina ait AUC (%) verilerinin karsilastirilmasi

PHT her iki 1rkta da benzer diizeyde kasilmada inhibisyona neden oldu. Bu sebeple,
Wistar ve WAG/R]j cinsleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (10
uM, p=0.9; 30 uM, p=0.4; 100 uM, p=0.2) (Sekil 22).

Ayni deney grubunda PHT nin doza bagli myometriyum kasilma frekansina etkileri

Wistar ve WAG/Rij cinsleri karsilastirildi.
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Sekil 23. Gebe myometriyal seritlerde fenitoinin doza bagli kasilma frekansina etkisinin,
Wistar ve WAG/Rij irklarinda karsilastirilmasi

PHT, her iki irka ait grupta da kasilma frekansinda yakin diizeyde inhibisyona neden
oldu. Bu sebeple, Wistar ve WAG/R1j 1rklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi (OT, p=0.5 10 uM, p=0.7; 30 uM, p=0.9; 100 uM, p=0.3) (Sekil 23).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kadinlarda dogurganlik ¢cag1 ve hamilelik siiresince AEI kullanimina iliskin obstetrik
komplikasyon risk ve insidans1 (¢ok yiiksek olmamakla beraber) gz oniine alindiginda (8,
27), tez kapsaminda iki ana hipoteze odaklanip; 1) spontan kontraktilite ve oksitosin
duyarlilig1 agisindan epileptik uterusun, saglikli uterustan farkli olup-olmadigi, 2) ¢caligmada
kullanilan se¢ilmis AEI’lerin (LEV, PHT, VPA) OT ile indiiklenmis uterus kontraktilitesi
tizerindeki modiilator etkisi hem gebe olmayan ve gebe WAG/Rij hem de saghikli Wistar
siganlardan izole edilmis myometriyal seritler lizerinde farkli diizeyde etkiye sahip olup

olmadig1 deneysel protokollerle test edilmistir.

Tez calismas1 kapsaminda, in vitro deneysel protokoller ile spontan kontraktilite ve
oksitosin duyarlilig1 acisindan epileptik uterusun, saglikli uterustan farkli olabilecegine dair
bulgular elde edilmistir. Bu bulgular epileptik uterus fizyolojisinde baz1 degisikliklerin
cereyan ettigini isaret etmektedir. ilave olarak, calismada kullanilan segilmis AEI’lerin
(LEV, PHT, VPA) uterus kontraktilitesi iizerindeki modiilator etkisine iliskin veriler de elde
edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda, antiepileptik ilaclarin hem epileptik WAG/Rij
hem de saglikli Wistar siganlardan izole edilmis myometriyal seritler iizerinde farkli
diizeyde fakat temelde benzer etkiler gosterdigi saptanmistir. Dolayist ile antiepileptik
ilaglarin tespit edilen etkisi diiz kas kasilma mekanizmas: {izerinden gerceklestigi

distiniilmektedir.

WAG/Rjj sicanlarindan alinan myometriyal seritlerde, bazal kosullarda (gerim ile
indiiklenen) kasilma paterni (fazik dalga dongiisiine ait kiyaslanabilir amplitiid iceren)
acisindan saglikli kontrollerle karsilastirilabilir bir benzerlikte spontan kasilma aktivitesi
goriilmiistiir. Bunun yanisira, myometriyal seritlerin OT ile indiiklenmis kasilmalar {izerine
secilmis AEI’lerin etkileri de incelenmistir (amplitiid, AUC ve kontraksiyon frekansr).
Kontrol saglikli Wistar ve epileptik WAG/R1j siganlarin hem gebe olmayan hem de gebe
deney hayvanlarina ait myometriyal spontan kasilmalar arasinda istatistiksel anlamlilik

diizeyinde bir fark (AUC parametresine ait ortalamalar) oldugu saptanmistir.

WAG/RY]j siganlara ait myometriyal seritlerin spontan kontraktilitesi AUC yoniinden
kontrol Wistarlarin ayn1 parametresi bakimindan kiyaslandiginda, gebe olmayan epileptik
WAG/Rij kokenli myometriyal kesitlerin ortalama AUC degerlerinin daha yiiksek oldugu,
ancak gebe gruplar kiyaslandiginda ise WAG/Rij cinsinde daha diisiik oldugu saptanmistir

(Tablo 1). Bu bulgular1 ve olast mekanizmasini agiklayabilecek uygun deneysel protokol tez
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calismasinda yer almamakta ve alakali veriye iligkin benzer literatiir verisi heniiz olmamakla
birlikte, bu bulgularin genel saglikli popiilasyona gore epilepsili kadinlarda bildirilen fertilite

sorunlariyla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (211).

Epilepsi hayvan modellerinde var olan iyon kanallarinin ekspresyonundaki
degisimlerin epilepsi patolojisinde rol oynadigina dair kanitlar literatiirde yer almakta olup
ozellikle T-tipi kalsiyum kanal ekspresyonundaki artisin belirgin oldugu ortaya konulmustur
(212). Uterus miyositlerinde de var olan T-tipi kalsiyum kanallarinin, myometriyumda
aksiyon potansiyellerinin baglatilmasinda ayrica spontan kasilmalarin olusmasindan

sorumlu molekiiler mekanizmada rol oynadig1 diisiiniilmektedir (213).

Epilepsi patogenezinde gergeklesen iyon kanal ekpresyonundaki degisim ile ayni
iyon kanalinin myometriyumun spontan kasilma modiilasyonunda rol almasi, bu tez
calismasinda elde edilen verilerin WAG/Rij epileptik si¢anlardaki kontraktilite farklilig ile

iligkili olabilecegi sliphesini akla getirmektedir.

Temelde fonksiyonel yoniiyle, gebe olmayan uterusta spontan kasilmalar (gerim ile
indiiklenen), hizli sperm tasinmasina katkida saglayan bir role sahiptir (214). Dolayistyla,
elde edilen tez calismasina ait bulgular, epileptik kadinlarda epilepsi ile iliskili olarak artmis
infertilite riski yerine saglikli fertiliteye uyumlu profili yansitmistir. Bu durum, epilepsili
kadinlarda kontraktilite bozuklugunun AEI kullanimi kaynakli olabilecegine isaret etmekte
ve bu durumda AEI kullanilmadiginda epilepsi ile iliskili fertilite sorunlarinin ortaya
¢ikmama olasiliini diislindiirmektedir. Diger yonden, uterus spontan kasilmalarinin aslinda
Ostrus siklusunun evrelerine gore degisiklik gdsterdigi one siiriilmiistiir; ovulasyon sonrasi,
implantasyonu kolaylastirmak gibi fizyolojik uyuma gore kasilmalarda belirli diizeyde
degisiklik olabilecegi bilinmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda, epileptik WAG/Rij ve
saglikli kontrolii Wistar siganlarin myometriyal doku oOrneklerinde Ostrus sikluslariin
farkliligina dair kiyas ¢aligmasi maalesef yapilmamistir. Bunun birlikte, elde ettigimiz tiim
bu bulgulari literatiir ile kiyasladigimizda menstriiel siklusla iliskili epileptik nobet aktivitesi
olan “katamenial epilepsi” ile baglantili olabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir (215).
Kataminal epilepsi; progesteron hormonu anahtar rol oynamakta ve serum progesteron
seviyesi diistiiglinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu hormon ayni zamanda myometriyumun
sessizligini saglayan fizyolojik mekanizmanm bir parcasidir. Ozellikle gebe olmayan
myometriyal seritlerin kasilmasinda, saghikli Wistar myometriyumuna kiyasla epileptik

WAG/Rij myometriyumda gergeklesen daha yiiksek spontan kontraktilite seviyesinin,
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abdominal (karin) agri ile iliskili dismenore (menstriiel kramp) olasiligini da akla
getirmektedir. Katamenial epilepsinin, epilepsili kadinlarin énemli bir boliimiinii (yaklagik
%70’1) etkiledigi zaten yapilan calismalar sonucu literatiirde ortaya konulmustur (216, 217).
Buna ek olarak, epilepsi komorbiditelerini gosteren birka¢ vaka raporu ve dismenore
sebebiyle abdominal agrinin birlikte yer aldigi ¢alismalar da literatiirde mevcuttur (218,
219). Dolayist ile spontan kasilmalara yonelik bu tez ¢aligmasindaki bulgular, bahsedilen

klinik problemlerin altinda yatan mekanizmay1 ag¢iklamaya yardimci olabilir.

Endojen bir uterus kasilma uyaricis1 olan oksitosin uygulamasma kasilma
cevaplariyla ilgili kiyaslamada, gebe olmayan Wistar ve WAG/Rij si¢anlarindan alinan
myometriyal seritlerin OT ile indiiklenmis kontraksiyon cevaplart (AUC, %)
karsilagtirildiginda, gebe olmayan WAG/Rij grubuna ait myometriyumlarin oksitosine
anlamli derecede daha yliksek kontraksiyon cevabi verdigi bulunmustur (Tablo 1).
Mekanizmaya iliskin detayli inceleme ¢alismasi tez kapsaminda yer almamasina ragmen, bu
durumun muhtemel olarak oksitosin reseptoriiniin daha yiiksek diizeyde bulunmasi ile
iligkili oldugunu akla getirmektedir. Kontraksiyona dair elde ettigimiz veriler, bu
farkliliginin roliinii ve epileptik kadinlarda yiiksek oranda karin agrisi ile iliskili olan
dismenorede rol alma fikrini bir bagka yonden desteklemektedir. Buna ek olarak, OTR
ekspresyonun dismenore ile pozitif korelasyon gosterdigi literatiirde yer almakta olup bu

iliskilendirmeyi giiclii hale getirmektedir (220).

Oksitosin, gebe WAG/Rij grubunda myometriyum kasilmasint 6nemli olgiide
uyarmistir. Bununla birlikte, her iki tiire ait gebe gruplarindan alinan myometriyal seritlerin
oksitosin kontraksiyon cevaplari karsilagtirildiginda ise; gebe WAG/R1ij grubu, gebe Wistar
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli derecede daha zayif kontraksiyon cevabi verdigi
saptanmistir. Bu durum gebelik faktoriiniin, epileptik WAG/Rij sicanlardan elde edilen
myometriyal diiz kas kontraktilitesini modiile eden 6nemli bir faktoér oldugu ihtimaline
dikkat cekmektedir. Fakat gebelik durumundaki bu farkliligin altinda yatan mekanizmanin
ne oldugu ve fonksiyonel olarak ne(ler)den kaynaklandigina dair heniiz bir caligma yer
almamaktadir. Diger taraftan, gebe epileptik WAG/Rij myometriyum kasilmasi oksitosin
tarafindan yeterli 6l¢iide uyarildigindan, epileptik hayvanlarin uterus kasilabilirligi ve
dogum eyleminde anahtar rol oynayan oksitosin cevaplari yoniiyle vajinal dogum

yapabilecek kapasiteye sahip oldugu diisiindiirmektedir.
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Elde edilen bulgulara gore gebe WAG/Rij sicanlara ait oksitosin kaynakli
myometriyal kasilmalarinin saglikli kontrolii Wistar siganlara kiyasla daha zayif olmasi,
literatiirde epileptik kadinlarin saglikli kadinlara kiyasla bildirilmis olan daha yiiksek oranda
(yaklasik 2-3 kat) uterin distosisi (zor dogum), sezaryen, postpartrum (dogum sonrasi) ve
hemoraji (kanama) oranlari ile iliskili olabilme ihtimalinin altin1 ¢izmektedir (221).
Ozellikle uterin distosi, sik¢a goriilen ve en yaygin nedeni uterusun yetersiz kasilma aktivesi
gostermesi olan dogum siirecinin anormal ilerledigi komplikasyondur (222). Bu durum,
sagliklt kontrolii Wistar’a kiyasla gebe WAG/RIij sicanlarin daha zayif kontraksiyon
cevabini bu yéniiyle aydinlatici niteliktedir. Ustelik, tez ¢alismasiyla elde edilen epileptik
ve saglikli myometriyum kontraksiyonuna secilmis olan AEQ’lerin uygulanmas ile olusan
cevaplar arasindaki farkliliklar, epilepsili kadinlarda sagliklilara kiyasla artmis sezaryen

gereksinimi ile iligkili olma olasiligini da giiclendirmektedir.

Myometriyum kasilmasi esas olarak, ektraseliiler alandan voltaj duyarli Ca™
kanallar1 araciligiyla hiicre icine Ca*? girisi ve SR’den Ca*? saliverilmesi sonucu hiicre ici
Ca'*? artistyla meydana gelmektedir (177). Depolarizasyon, daha ¢ok kalsiyum iyonu olmak
lizere Ca"? ve Na* iyonlarinmn hiicre igine girisiyle meydana gelir (179). Bununla iligkili
olarak AEI’lerin ¢ogu iyon kanallarina, dzellikle de voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum
kanallarina etki ederek epileptik nobetleri engellediginden, AEI’lerin myometriyum dahil
olmak tizere diiz kas lizerinde 6nemli kontraktil modiilator etkileri olabilecegi, bu nedenle
epileptik hamile ve hamile olmayan kadinlarda diisiik yapma, uterin distosisi veya artmis

kanamaya sebep olabilecek potansiyele sahip olma siiphesini ortaya koymaktadir.

Tez ¢alismasinda etkileri test edilmis ajanlar olan; fenitoin, levetirasetam ve valproik
asit, giiniimiizde gelismis iilkelerde en yaygin kullanima sahip AEID’ler olduklar1 igin
secilmistir. Epileptik WAG/R1ij ve saglikli kontrolii Wistar sicanlardan alinan myometriyal
seritlerin oksitosin ile indiiklenmis kasilma cevaplarina, yeni nesil ajan (levetirasetam) ve
birinci nesil daha eski ajan antikonviilzanlarin (fenitoin ve valproik asit) her bir AEI’nin tek
olarak ve bazi kombinasyonlarda (“PHT + VPA” ve “LEV + VPA”) AEl’lerin olas

kontraktil modiilator etkileri de incelendi.

Fenitoin ve valproik asit, voltaj kapili sodyum blokaji ve T-tipi kalsiyum kanal
inhibisyonu mekanizmalar1 ile hem Wistar hem de WAG/Rij gebe olmayan ve gebe
hayvanlardan izole edilmis myometriyumda OT ile indiiklenmis kasilmalarin (Tablo 2)

kontraksiyon giiclinde istatistiksel anlaml1 diizeyde zayiflamaya neden oldu. Diger taraftan
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levetirasetamin doza bagli hem Wistar hem de WAG/Rij gebe olmayan ve gebe gruplarin
her ikisi i¢in de myometriyumun kasilma giiciinii (amplitiid, frekans ve AUC) modiile ettigi
tespit edildi (Tablo 2). Fizyolojik gebelik durumu, LEV’in kontraksiyona etkisinde bir baska
faktor gibi goriinmektedir. Clinkii, tabloda yer alan AUC parametresi incelendiginde her iki
tiire ait gebe myometriyumlarda en yiiksek doza (10 mM LEV) kadar kontraksiyonda 1liml1
inhibisyon goriiliirken yliksek dozda kasilmanin toparlanmaya gecerek eski giicline (OT ile

indiiklenmis olan, %100) yakin oldugu bulunmustur.

Kasilmalarin ortalama amplitiid degerleri yoOniinden ise, gebe olmayan
myometriyumun hem WAG/Rij hem de Wistar sigan myometriyum kesitlerinde uyarilma
yonilinde etkiye gosterirken (Tablo 2), gebe myometriyumda amplitiite esas olarak
inhibisyon yoniinde etkiye neden olmustur. Frekans ile ilgili olarakta, en yiiksek dozda
goriilen anlamli bir uyarilma disinda, LEV hem WAG/Rij hem de Wistar kdkenli dokularda

gebe olmayan ve gebe myometriyum i¢in inhibisyon yoniinde etki ortaya ¢ikardi.

Oksitosin ile indiiklenmis kasilmalar {izerine LEV’in etkisinin AUC parametresi
yoniiyle degerlendirildiginde, her iki tiire ait hem gebe olmayan hem de gebe myometriyum
dokular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (Tablo 2). Bununla birlikte
ik kiyaslamalarinda, gebe gruplarinda kontrol Wistar ve WAG/Rij 1k ydOniiyle
karsilastinlldiginda gebe WAG/Rij siganlarina ait myometriyal seritlerde LEV’in OT ile
indiiklenmis kasilmalarda frekans {tzerine inhibitor etkisi saglikli Wistar kokenli
myometriyuma kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir (Tablo 2). Levetirasetamin 6zellikle
gebe myometriyumda daha etkili olmas1 klinik agisindan biiyiik 6neme sahiptir, ¢ilinkii bu
ajan gebelik sirasinda nobetlerin kontroliinde klinikte sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica, diger
AEI’lerin sahip oldugu teratojenik yan etkileri icermedigi ortaya konulmustur ve bu yiizden

daha sik tercih edilmektedir (223).

Levetirasetamin etkilerini 6zetle degerlendirdigimizde; gebe olmayan veya gebe
WAG/Rij ve Wistar sicanlarindan izole edilen myometriyal seritlerin oksitosin ile
indiiklenmis kasilmalarindan hesaplanan ortalama amplitid ve AUC parametrelerine

levetirasetamin etkisi yoniinden aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi

(Tablo 2).

Secilmis AEI’lerin, WAG/Rij ve Wistar hayvanlara ait myometriyal seritlerin OT ile
indiiklenmis kontraksiyonlarina etkisi irk olarak karsilastirildiginda ise, fenitoinin giiclii

inhibisyon etkisinin her iki 1rka ait kasilma tiim parametreleri (amplitiid, frekans veya AUC)
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Ancak bu durumun nedeni olarak
fenitoinin, her iki irkta da OT ile indiiklenmis kasilmalarda yiiksek diizeyde ve hatta biiyiik
oranla tamamen baskilayacak diizeyde inhibisyona sebep olmasindan kaynakli oldugu

distinilmiistiir.

Bu doktora tez ¢alismasi kapsam ve Ozgilinlik agisindan genel itibariyle
degerlendirdiginde in vitro ve hayvan deneyi diizeyinde bir calisma olmasi: in vitro
caligmalar kanit hiyerarsisinde, insan myometriyumunda ve klinik ¢aligmalarda daha ileri
arastirmalarin alt yapis1 i¢in potansiyel bir degere sahiptir. Bu baglamda, genetik epileptik
hayvanlardan alinan myometriyal gebe olmayan ve gebe sigcan dokusunun kullanilmasi bu

calismayi, farki ortaya koyabilmek adina gii¢lii hale getirmektedir.

Deney gruplarinda gebelik faktoriiniin yer almasi ve gebe olmayan/gebe grup
kiyaslamasini iyi bir sekilde modelleyip yapabilmek amaci ile AEI dozlari, klinik olarak
anlamli dozlardan belli oranda yiiksek tutulmustur. Bu durumun sebebi olarak, gebelik
sirasinda hormonal veya viicuttaki fizyolojik gebelik degisimleri sonucunda plazmadaki ilag
konsantrasyonlarinin yeterli diizeyin altina inmesinden dolay1 hamilelik sirasinda bu ajanlar,
hamilelik oncesi degerlerinde tutmak i¢in dozlarinin 2-3 katina ¢ikarilmasi gerekebilmesidir

(51,224).

Ayrica gebelikte kullanilan AEI teratojenite profili veya bazi epileptiklerde ndbet
kontroliinii saglama monoterapinin yetersiz kalabilmesi gibi durumlar sebebiyle politerapi
gereksinimi olugabilmektedir. Ozellikle AEI’ler arasinda etki mekanizmasiin farklihig1 ve
giivenilir profiliyle 6ne c¢ikan LEV’in kombinasyon grubuna dahil edilmesi 6nem

tasimaktadir.

Valproik asidin sec¢ilme nedeni ise, jeneralize epilepside ndbetler lizerinde etkili
olmasi, giiniimiizde onaylanmis yeni nesil AEI’ler olmasmma ragmen halen daha
kullanilmakta hatta bazi epileptik bireylerin ndbet kontroliinde gereksinim duyulmaktadir.
Ozellikle kadinlarda fizyolojik hormonal degisimlere eslenik olarak VPA kullanimina iliskin
ndbet kontrolii ve doz optimizasyonu agisindan dikkat edilmektedir. Bunun major sebepleri
arasinda VPA profilinin gebelerde konjenital malformasyon ve doza bagl teratojenite

oraninin oldukga yiiksek olmasidir (225).

Bu sebeple calismada VPA, teratojenik oranin yiiksek olmasi ile gebe olmayan
grupta ve politerapide nobet kontroliinde etki potansiyeli ile iliskili olarak fazlaca tercih

edilmesi sebebiyle kombinasyon gruplarina dahil edilmistir (42). Deneyde kullanilan
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AEl’lerin konsantrasyonlari, rutin klinik kullanimlarindan test edilen konsantrasyonlar
hesaplanip, (levetirasetam hari¢) klinik olarak ilgili konsantrasyon araliklarinda test
edilmistir (71). Deney sonucunda AEI’ lerin tiim gruplarinda OT ile indiiklenmis
kontraksiyonlarina inhibisyon etkisinin potansiyel biiylkligii fenitoin> valproik asit>

levetirasetam diizeyinde oldugu tespit edildi.

Levetirasetamin hem WAG/Rij hem Wistar myometriyumlarinin kontraktil
parametreleri iizerinde ilgili konsantrasyonlarda sagladigi etki diizeyinin sinirliligi, bu
ajanlarin klinikte kullanildiginda kasilmalar iizerine anlamli bir etkisinin olmayabilecegini
diisiindiirmektedir. VPA ve LEV kombinasyonu, kasilma tizerinde minimum etki saglarken,
VPA ile PHT kombinasyonunda fenitoinin kasilma tizerinde anlamli diizeyde inhibisyon

yaptig1 tespit edildi.

Ayrica, LEV’in nébet kontroliindeki potansiyel etkisi ve diger AEQ’lerden farkli
olarak belirgin teratojenik etkisinin olmamasi giiniimiizde gebelikte ilk asamada tercih
edilen onemli AEIl’lerdendir. Bu sebeple, gebelik &ncesi veya gebelikte myometriyal
kontraksiyonlara olan etkisine dair kanitlar 6zellikle gebelik sirasinda kullanimi i¢in klinik

bir anlam1 olma potansiyele sahiptir (226, 227).

Tez galismasinin 6zgiin yoniinii vurgu niteligi tastyan bir baska unsur ise, AEI’lerin
myometriyumun kontraktilitesi lizerindeki etkilerini arastiran ilk calisma olmasidir ve bu
nedenle bu aragtirmanin bulgular1 benzer herhangi bir c¢alisma ile direk
karsilastirillamamustir. Fakat, literatiire onceki ¢alismalara bakildiginda baska bir dokuda bu
ajanlarin kontraktiliteye doz bagimli inhibitor etkilerini izole kardiyomiyosit dokusunda

gosteren arastirma bulgulari ile uyum gostermektedir (228).

Daha 6ncede bahsettigimiz iizere ikinci nesil AEI olmasiyla dne ¢ikan levetirasetam,
OT ile indiiklenmis WAG/R1ij ve Wistar sican myometriyumun kontraktil parametrelerine
etkileriyle ilgili olarak klinik dozlar dikkate alindiginda en diisiik etkiye sahip oldugu tespit
edildi. Bunun sebebi olarak da membran iyon kanali icermeyen (voltaj kapili sodyum blokaj

gibi) benzersiz etki mekanizmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu tez calismasi kapsaminda, AEI’lerin myometriyal doku iizerindeki kontraktil
modiilator etkisine aracilik eden mekanizma(lar) da incelememistir. Sonug olarak test edilen
AEI’ler arasinda fenitoin ve valproik asidin, voltaj kapili sodyum kanallarini inhibe ettigi
diisiiniilmektedir (229). Bu iyon kanali myometriyal ritmik kasilmalarin modiilasyonunda

rol oynadig1 6ne stiriilmistiir (179).
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Mekanizmaya yonelik protokolde, hiicre digt sodyumun NMDG ile degistirilmesi ile
dokunun NMDG igeren Krebs sollisyona maruziyeti sonucu, yiiksek doz fenitoin ile
indiiklenen kasilma inhibisyonunu énemli 6l¢lide toparladigr goriildii ve bu durum sodyum

kanallarinin bu etkide rol oynadigi seklinde yorumlanda.

Kalsiyum kanali agonisti BAY K 8644 ve yiiksek KCl (60 mM) uygulamalari,
fenitoin ile indiiklenen kasilma inhibisyonunu anlamli derecede geri getirmedigi tespit
edildi. Test sonucu belirlenen bu etki, membran kalsiyum kanallar1 ile etkilesimin onemli
bir rol oynamadigini diistindiirmektedir. Etki mekanizmasina iliskin veriler yorumlanirken,
bu protokollerin her bir ajanin en yiiksek dozlarindan sonra uygulandig1 ve test edilen en

yiiksek dozlarda baz1 spesifik olmayan etkiler olabilecegi goz ard1 edilmemelidir.

Ayrica, bu tez calismasi kapsamindaki myometriyum dokusunun disinda detrusor ve
alt 6zofagial sfinkter dahil olmak iizere diger diiz kas dokularina etkisi hakkinda da
caligmalar yaparak bazi 6n veriler elde ettik ve bunun sonucunda AEI’lerin diiz kas iizerinde

dogrudan etki potansiyeline sahip oldugu bilgisiyle uyumludur (230).

Antiepileptiklerin kullanim1 sadece epilepsi popiilasyonu i¢in sinirli olmayip psikiyatrik
hastaliklar gibi farkli hastaliklarda da yaygin sekilde kullanimi1 olan ajanlardir. Maruziyet
popiilasyon oranindaki artisin yanisira birgok sistemde yer alan ortak iyon kanallarini igeren
etki mekanizmalarina sahip olmalar1 ilgili organlarin aktivitesinde farkliliga neden
olabilecegi siiphesini akla getirmektedir. Ozellikle yaygin olarak goriilen ve primer tedavi
olarak AED’lerin tercih edildigi radikal bir tedavisi olmayan epilepsi, cinsiyetin getirdigi
fizyolojik degisimlere binayen kadinlar igin zorlu bir tedavi siirecine sahiptir. Temelde ndbet
onleme amacina yonelik hedef mekanizmasina sahip olan AEI’ler iyon kanallarina da etki
ederek uyarict nobet desarjlarimi Onleyebilmektedir. Kadinlarin dogurganlik ¢agi ve
hamilelik siire¢lerinde homeostazis siirdiirmede bu temel iyon kanallar1 onemli rol
oynamaktadir. Diger taraftan uyarici yoniinde bozulmus ndron aktivite diizenine sahip
epileptik kadinlarda, esas organ olan uterus kasilmasmin farkli olabilecegi ve kronik
kullanim gereksinimindeki AEI’lerin mekanizmalarma iliskin uterus kasilmasma etki

potansiyelinin altin1 ¢izmektedir.

Ozetle, tiir karsilastirilmasi yapildiginda bazal kosullarda yani OT ile kasilma
indiiklenmesine kadar olan spontan kasilma siirecinde epileptik siganlardan elde edilen
myometriyal diiz kasin, kontrol Wistar siganlardan farkli spontan kasilma gdsterdigini ve

OT ile indiiklenmis kontraksiyonlarda ise WAG/Rjj ait myometriyal seritlerde OT’ye daha
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diisiik bir duyarlilik gosterdigi tespit edildi. AEI uygulamalarinda ise, hem WAG/Rij hem
de Wistar siganlarindan izole edilen myometriyal seritlerde secilen AEI’lerin kontraktil
modiilator olarak rol oynadigi; fenitoinin en fazla ve levetirasetamin en az etki gosterdigi

saptanmistir.

Sonug olarak, bu arastirmanin bulgular1 AEI’larin uterus kasilmast iizerine etkilerini
insan myometriyumu {izerinde de ¢alismaya ve bu ajanlarin potansiyel kontraktil
modiilasyonunun in vivo degerlendirmesi gerektigine yonelik onciil kanit saglamaktadir.
Elde edilen nihai bulgularin, bu ajanlarin literatiirde yer alan teratojenik profillerine
odaklanilmis ¢alismalarin disinda direkt olarak uterus diiz kasi1 kasilmasi iizerine etkisine

yonelik olmasi ile klinik i¢in potansiyel 6nem tastyan bilgiler elde edilmistir.
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