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OZET

Kardiyovaskiiler sistem iizerine valproik asit ve lamotrijinin etkilerinin

degerlendirilmesi

Amag: Calismamizda, VPA ve LMT nin diisiik ve yiiksek doz uygulamalarinin
kardiyovaskiiler sistem iizerine olas1 etkilerini hemodinamik, histolojik ve biyokimyasal
parametreler lizerinden arastirmay1 amagladik.

Materyal ve metod: 40 adet Wistar albino sican kontrol (serum fizyolojik),
DDVPA (100 mg/kg), YDVPA (500 mg/kg), DDLMT (10 mg/kg) ve YDLMT (50
mg/kg) olmak iizere 5 gruba ayirildi. ilaglar 14 giin boyunca intraperitonal (ip) yolla
uygulandi. Deney protokolii sonunda, anestezi altina alinan siganlarin hemodinamik
parametreleri Olglilerek kan ornekleri alindi. Ardindan sakrifiye edilerek histolojik ve
biyokimyasal parametrelerin incelenmesi i¢in kalp damar dokulari ¢ikarildi.

Bulgular: Miyokardiyal dokuda, kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti yoniinden
VPA ve LMT gruplarinda doz bagimli olarak belirgin bir artis oldugu tespit edildi
(p<0.05). Miyokardiyal hasarin tespiti i¢in kullanilan immiinohistokimyasal
belirteglerden konneksin-43 ve troponin-T immiinreaktivite siddetinin VPA gruplarinda;
desmin immiinreaktivite siddetinin LMT gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigi
gozlendi (p<0.05). Diger yandan, tim gruplardan farkli olarak, YDVPA grubunda
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde a-SMA immiinreaktivite siddetinin arttig1 ve belirgin
dejeneratif degisikliklerin varligi dikkat ¢ekti (p<0.05). Biyokimyasal olarak, YDVPA
ve YDLMT uygulamalari ile miyokardiyal dokuda MDA seviyesinde anlamli bir artis
saptand1 (p<0.05). Hemodinamik degerlendirmeler sonucunda, YDLMT grubunda
kardiyak fonksiyonlarin etkilendigi ve kan basicinin arttig: tespit edildi (p<0.05).

Sonuc¢: VPA ve LMT nin hem diisiik hem de yiiksek dozlarinin, kardiyovaskiiler
dokularda c¢esitli proteinlerin ekspresyonunda degisiklikler olusturarak kardiyovaskiiler
risk profilini artirabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antiepileptik tedavi, Damar, immiinohistokimya, Kalp,

Lamotrijin, Valproik asit.
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ABSTRACT

An evaluation of the effect valproic acid and lamotrigine on cardiovascular system

Aim: In our study, we aimed to investigate the possible effects of low and high
dose administration of VPA and LMT, on cardiovascular system in respect of
hemodynamic, histological and biochemical parameters.

Material and methods: 40 Wistar albino rats were grouped as controls (saline),
DDVPA (100 mg/kg), YDVPA (500 mg/kg), DDLMT (10 mg/kg) and YDLMT (50
mg/kg). The drugs were administered intraperitoneally (ip) for 14 days. At the end of
the experimental protocol, under anesthesia, hemodynamic parameters were measured
and blood samples were taken. Subsequently, the cardiovascular tissues were removed
to examine the histological and biochemical parameters.

Results: In the myocardial tissue, a dose-dependent increase in the severity of
caspase-3 immunoreactivity was determined in the VPA and LMT groups (p<0.05).
Among the immunohistochemical markers used for the detection of myocardial damage,
connexin-43 and troponin-T immunoreactivity in VPA group and desmin
immunoreactivity in LMT group decreased significantly (p<0.05). On the other hand,
the intensity of a-SMA immunoreactivity increased and the presence of degenerative
changes was noted in vascular muscle cells in YDVPA group (p<0.05). Biochemically,
YDVPA and YDLMT showed a significant increase in MDA level in myocardial tissue
(p<0.05). Furthermore, as a result of hemodynamic evaluations, cardiac functions were
found to be affected and blood pressure increased in YDLMT group (p<0.05).

Conclusion: Both low and high doses of VPA and LMT may increase
cardiovascular risk profile by altering expression of various proteins in cardiovascular
tissues.

Key Words: Antiepileptic treatment, Heart, Immunohistochemistry,

Lamotrigine, Valproic acid, Vessel.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Antiepileptik ilag

: Kardiyovaskiiler hastaliklar
: Valproik asit

: Lamotrijin

: Voltaj kapili iyon kanali

: Gamma-aminobiitirik asit

. Epilepsi hastalarinda ani beklenmedik 6lim
: Diisiik doz valproik asit

: Yiiksek doz valproik asit

: Diisiik doz lamotrijin

: Yiiksek doz lamotrijin

: Elektrokardiyografi

: Alpha smooth muscle actin
: Hematoksilen eozin

: Malodialdehit

: Total glutatyon

: Sistolik kan basinci

: Diyastolik kan basinci

: Ortalama kan basinci
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1. GIRIS

Epilepsi, serebral noronlarin anormal ve asir1 uyarimi ile ortaya ¢ikan, ndbetlerle
karakterize, norolojik bir hastaliktir (1-4). Epileptogenezden sorumlu hiicresel
mekanizmalar kesin olarak bilinmemekle (5-7) birlikte, epileptik aktivitenin, ¢evresel ve
genetiksel faktorlerin etkisiyle (8, 9) noronlar {izerinde inhibitér mekanizmalarin
azalmasi ve eksitator mekanizmalarin artmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir (10-
12). Epilepsi tedavisinin en 6nemli boliimiinii antiepileptik olarak adlandirilan ilag
tedavisi olusturmaktadir (6, 13-16). Antiepileptik ila¢ (AEI)’lar, epileptogenez boyunca
beyin dokusunda gelismis olan kronik hipereksitabiliteyi azaltir ve patolojik ndronlar
tizerinde inhibisyonu arttirarak epileptik nobetin ortaya c¢ikmasini onler (17). Genel
olarak antiepileptik tedavi esnasinda akut gelisen yan etkilerle birlikte, uzun siireli ilag
kullanimi sonucunda, sistemik yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir (18). Son yillarda yeni
AEl’lerin bulunmasi, bu ilaglarin yan etkilerine yonelik bilimsel arastirmalarin
artmasina neden olmustur.

Epidemiyolojik c¢aligmalar, epilepsili hastalarda kardiyovaskiiler hastalik
(KVH)’lar nedeniyle gerceklesen oOlim oraninin, genel populasyona gore yiiksek
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte epilepsi ile KVH’nin neden oldugu morbidite
ve mortalite arasindaki iligki acgik bir sekilde tanimlanmamistir. Calismalarda, epilepsi
hastalarinda KVH gelisiminde AEI’lerin énemli bir role sahip oldugu éngoriilmektedir
(19). Bu durum, AEI kullanimimin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkilerini ortaya
koyacak ¢aligmalara gereksinim duyuldugunu gostermektedir.

Bu caligsmada, glinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve etki spektrumu genis olan
AEI’lerden valproik asit (VPA) ve lamotrijin (LMT) nin kardiyovaskiiler sistem iizerine
etkileri arastirildi. Calismada, deneysel modellerde her iki ilacin antiepileptik etkinligi
gosterilmis diisiik doz (20, 21) ile gesitli organlar {izerinde toksik etkileri bildirilmis
yiiksek dozlarinin (22, 23) etkileri ayri ayr1 degerlendirildi. Ilaglarin olas: etkileri,
hemodinamik, oksidatif stres ve histopatolojik parametreler {izerinden degerlendirildi.
Ayrica kalp kasit ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde cesitli proteinlerin ekspresyon
seviyeleri immiinohistokimyasal boyamalar ile semikantitatif olarak dl¢tildi.

Calismamizin  sonuglarinin, bu AEl’lerin kardiyovaskiiler sistem iizerine

etkilerini arastiran literatiir calismalarina 6nemli bir katk: saglayacag diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antiepileptik Ilaclar

Diinyada 50 milyondan fazla kisiyi etkileyen epilepsi, serebral ndronlarin
anormal ve asir1 uyartmi (hipereksitabilite) ile ortaya ¢ikan, spontan tekrarlayan
nobetlerle karakterize, kronik norolojik bir hastaliktir (1-4). Epileptogenezin altinda
yatan noronal eksitabilite degisiklikleri, tek bir noronda anormal aktiviteye neden
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda normal veya patolojik yollarla yayilarak, yiiksek oranda
senkronize hareket eden asir1 uyarilmis bir hiicre grubu olusturur (5). Epileptogenezden
sorumlu hiicresel mekanizmalar kesin olarak bilinmemektedir (5-7). Bununla birlikte,
epileptik aktivitenin, temel olarak, ¢evresel ve genetiksel faktorlerin etkisiyle (8, 9)
inhibitér mekanizmalarin azalmasi1 ve eksitator mekanizmalarin artmasi sonucu
olustugu disiiniilmektedir (10-12).

Noronlarda eksitabilite diizeyi, eksitator ve inhibitor etkiler arasindaki dengeye
baghdir. Eksitabilite artisi, teorik olarak eksitator etkinligin artmasi veya inhibitor
etkinligin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar (10-12). Noéron diizeyinde eksitabilitenin
ayarlanmasinda temel olay, Na*, Ca'?, K* ve CI iyonlarma karsi permeabilitenin
degistirilmesidir. Eksitasyon, membranm Na® ve Ca*? iyonlarna karsi permeabilitenin
artmasi ile gelisirken, inhibisyon CI" ve K* iyonlarina karsi permeabilitenin artmasi
sonucu meydana gelir (10, 11).

Epilepsi tedavisinde ilag tedavisi, ketojenik diyet, cerrahi tedavi ve vagal
sitimiilasyon gibi yontemler yer almaktadir. Bununla birlikte, tedavinin en 6nemli
boliimiinii antiepileptik olarak adlandirilan ilag tedavisi olusturmaktadir (13-16, 24).
AED’ler epilepsiye yol acan nedeni ortadan kaldirmayip, epileptogenez boyunca
gelismis noronal hipereksitabilitenin kontroliinii saglayan ilaglardir. Bu ilaglar ayrica,
noronlar {izerinde inhibisyon etkisi olusturarak epileptik aktivitenin ortaya ¢ikmasini
onler. Dolayisiyla, AEI tedavisi ile semptomlar kontrol altma alinarak ndbetler
baskilanir (25).

Epilepsi nobetlerini dnlemek amaciyla ilk olarak 1857°de potasyum bromiir
kullanilmaya baslanmistir. 1912'de  fenobarbitalin  kesfi, epilepsinin  modern
farmakoterapisinin baslangici olmustur (25, 26). Tarihsel olarak, AEI’ler ii¢ kusaga

ayrilabilir. Tlk nesil ilaglar 1857'den 1958'e kadar piyasaya giren potasyum bromiir,



fenobarbital ve fenitoin, primidon, trimetadion gibi barbitiiratin modifiye edilmesiyle
tiretilen c¢esitli ilaglart igerir. 1960-1975 yillar1 arasinda barbituratlardan kimyasal
acidan farkli 6zelliklere sahip olan karbamazepin, VPA ve benzodiazepinleri igeren
ikinci nesil AEI'ler piyasaya siiriilmiistiir. Bu geleneksel veya eski nesil AEDler,
kanitlanmis etkinlik ve iyi bilinme avantajlarina sahip olsa da, bircok hasta tizerinde
refrakter nobetler ile dayanilmaz yan etkilere sebep olmustur. Ugiincii nesil AEi'lerin
donemi, 1980'lerde progabide, vigabatrin ve tiagabin gibi gelismelerle baslamis ve
1993'ten bu yana, tedavi segeneklerini genisleten bu yeni ilaglar, ABD Gida ve ilag
Kurumu tarafindan onaylanmistir. Yeni AE[’ler, daha az ilag etkilesimi, benzersiz etki

mekanizmasi ve daha genis bir aktivite spektrumu gibi avantajlar sunmaktadir (25, 27).

2.1.1. Antiepileptik Ilaclarim Etki Mekanizmalar: ve Hedefleri

Epilepsinin patogenezi ile ilgili bilgilerin halen yeterli olmamasi ve bunlarin
altinda yatan temel bozukluklarin acik olarak ortaya konulamamasi, AEI’lerin etki
mekanizmalarinin belirlenmesinde énemli bir engel yaratir. AEi’lerin ana hedefleri,
voltaj kapili iyon kanallari (VKIK), gamma-aminobiitirik asit (GABA) reseptorleri,
GABA metabolizan enzimler ve GABA tastyicilarini igermektedir. Uyarict amino asit
reseptorleri ve bazi sinaptik proteinler de AEI etki mekanizmasima dahil edilmektedir.
Bununla birlikte, bu ilaglar 3 temel etki mekanizmasina sahiptir (28, 29);

1. Iyon kanallarmin modiilasyonu (sodyum ve kalsiyum kanal blokerleri, potasyum
kanal agicilarr)

2. Inhibitér mekanizmalarin (esas olarak GABA'erjik sistem) giiclendirilmesi

3. Eksitatér mekanizmalarin (esas olarak glutamaterjik sistem) zayiflatilmasi

Bazi ilaglarin birden ¢ok etki mekanizmasi vardir, ancak bu mekanizmalardan
hangisinin klinik acidan daha onemli oldugu belirsizdir. Bu durum, ilaglarin etki
mekanizmalariin, farkli epilepsi ve nodbet tiplerine karst etki gosterdigini

diistindiirmektedir (28, 29).
2.1.1.1. Voltaj Kapili iyon Kanallar
VKIK, tipik olarak iki-alt1 alt birimden olusan hetero-oligomerik transmembran

zar proteinleridir. Deneysel tekniklerle, bu kanallarin yapi-fonksiyon iliskileri biiyiik

Olclide tanimlanmistir. Cesitli alt birimlerin molekiiler yapist ve bunlara tekabiil eden



genler nedeniyle sasirtict derecede farkli altbirim bulunur. Bu alt birimlerin bir araya
gelmesi ile farkli 6zelliklere sahip cok sayida VKIiK bulunmaktadir (10).

VKIK, fonksiyonel olarak katyonlarin yiizey ve i¢ hiicre membranlarindaki
akisini kontrol eder. Noronlarin ve diger uyarilabilir hiicrelerin elektriksel aktivitesi,
Na*, Ca*? ve K* gibi inorganik iyonlara gecirgen olan VKIK’e dayanir. Bu kanallar,
fizyolojik fonksiyonlarinin Oneminin yani sira nobet desarjlartyla iligkili olarak
hipereksitabilite iiretmede de kritik 6neme sahiptir (10, 30). Diger yandan, VKIK cesitli
farmakolojik ajanlarm da molekiiler hedefleridir. AEI’lerin birgogunun bu kanallar
lizerinde 6nemli aktiviteleri vardir. Klinik olarak kullanilan ¢cogu ilag, Na*, Ca*?veya K*
iyon kanallarini bloke ederek etkilerini gosterirler (30).

Sodyum kanallari: Aksiyon potansiyellerinin {iretimi ve yayilimmdan
sorumludur. Plazma membrani1 boyunca voltaj kapili bir por i¢eren bu kanal, ¢cok sayida
alt birimden olusur. Protein yapisi, membran potansiyelindeki degisiklige tepki olarak
konformasyonel degisiklige ugrar ve por araciligi ile iletkenligi ayarlar (31, 32).

Normal membran potansiyellerinde, ¢ogu sodyum kanali kapali olup, dinlenme
halindedir. Depolarizasyon sonrasinda aktiflesen kanal, hiicre i¢ine dogru gerceklesen
Na* akis1 ile membranin polarize olmasini saglar. Daha sonra, sodyum kanali, kolayca
yeniden etkinlestirilemedigi inaktif bir forma gecer ve bodylece membranda
repolarizasyon meydana gelir. Noronal membranin repolarizasyonu ile dinlenme
durumuna geri donen kanal, sonraki depolarizasyonlara cevap verebilir hale gelir.
Normal beyin islevleri i¢in esas olan aksiyon potansiyellerinin hizli patlamalarinin
siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan bu olaylar, epileptik desarjlarin {iretilmesinde de rol
oynar (10, 33). Sodyum kanallari, AEI etki mekanizmasi icin en énemli hedeflerden
birini temsil eder. Bu kanallarin antagonistleri Na* akiminin azami salimimini azaltir ve
kanal inaktivasyonunun siiresini uzatir. Bu sekilde, yiiksek frekanslh epileptik desarjlar
sirasinda sodyum kanallarinin kullanilabilirligini azaltirlar. Sodyum kanal antagonistleri
olan geleneksel AEI’lerin ¢ogu, esasen voltaj kapili sodyum kanallarmin hizli
inaktivasyonunu saglarlar. Bu farmakolojik modiilatorler, sodyum kanallarinin farkli
biyofiziksel durumlarina baglanarak etkilerini gosterirler (10, 31, 34).

Kalsiyum kanallari1: Temel yapisal elemanlari ve fonksiyonel 6zellikleri ile Na*
kanalina benzer olup, diisiik ve yiiksek voltajla aktive edilmis kanallar olarak iki ana
gruba ayrilir (29, 35, 36). Cesitli fizyolojik siireglerde yer alan kalsiyum kanallari,
uyarilabilir  hiicrelerde, membran depolarizasyonunda  aktifleserek  aksiyon

potansiyellerine ve esik alt1 depolarize edici sinyallere yanit olarak Ca*? akisina aracilik



eder. Ca*?, bu kanallar araciligiyla hiicrenin igine girer ve birgok farkli hiicresel olayi
baslatan elektrik sinyalizasyonunun ikincil habercisi olarak hizmet eder (36, 37).

Noronal eksitabilitenin diizenlenmesinde kilit unsurlardan olan voltaj kapili
kalsiyum kanallar1, ¢esitli epilepsi formlarinin patogenezinde de merkezi bir 6neme
sahiptir. Bu nedenle, bu kanallar AEI hareketi i¢in énemli hedeflerden biridir. Diisiik
voltaj ile aktive olan kalsiyum kanal blokerleri, noéronlarin  senkronize
depolarizasyonunu engellerken; yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanal blokerleri,
norotransmiter salinimini ve post-sinaptik depolarizasyonu onler (29, 37).

Potasyum kanallari: Cesitli fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alan
en genis ve en c¢esitli iyon kanali ailesini olustururlar. Tetramerik yapiya sahip olup,
biiylik bir protein kompleksidir. Tetramerik yapiyr olusturan monomerler, yapisal ve
genetiksel olarak Na* ve Ca*? alt birimleri ile iliskilidir. (29).

Potasyum kanallari membran eksitabilitesini ayarlar ve yiiksek diizeyde
komplike bir yolla eksitator olaylar1 sekillendirir. Bu kanallar aksiyon potansiyelinin
diistiriilmesinden veya diger bir ifadeyle, Na* kanal aktivasyonunun ardindan, plazma
membraninin  repolarizasyondan sorumludurlar. Potasyum kanallarinin  dogrudan
harekete gecirilmesi, ndronal membrani hiperpolarize eder ve aksiyon potansiyelinin
ateslenmesini siirlar. Bu nedenle, bazi deneysel ndbet modellerinde potasyum kanal

aktivatorlerinin antikonviilsan etkileri bulunurken, blokorleri nobetleri hizlandirir (35).

2.1.1.2. GABAerjik Sistem

GABA, merkezi sinir sisteminde tiim sinapslarin yaklasik %40'inda salinan (35)
baskin inhibitor norotransmitterdir (29, 35). GABA'nin reseptorlerine baglanmasiyla CI°
iyonlarinin  hiicre i¢ine ve K* iyonlarmin hiicre disgina akist membranin
hiperpolarizasyonuna ve inhibitdr postsinaptik potansiyellere yol agar (10). GABA
islevinin bozulmas1 veya zayiflatilmasi, nobetleri provoke etmek i¢in yaygin olarak
kabul edilirken, GABA islevinin giiglendirilmesi, antikonviilzan bir etki olusturur (35).
GABAerjik iletimin gii¢lendiricileri, klasik ve yeni nesil AEI’lerin biiyiik bir grubunu
olusturur (29).

GABA, GABAerjik noronlar tarafindan, glutamik asit dekarboksilaz enzimi
aracilifiyla, glutamatin dekorboksilasyonu ile sentezlenir. Reseptdr aktivasyonunu
takiben, GABA, lokalize sinir terminalleri ve glial hiicre membranlarina bagl transport

molekiiller tarafindan sinaptik yariktan uzaklastirilir (29, 35). GABA, hiicre i¢i olarak



GABA transaminaz tarafindan katabolize edilir ve bu enzimin inhibisyonu, beyin
dokusundaki GABA seviyesini belirgin sekilde artirir ve bu durum, ndbet esiginin
yiikselmesiyle korelasyon gosterir. Bazi AEIl’ler geri déniisiimsiiz bir GABA
transaminaz inhibitorii olup bu yolla etkilerini gosterirler (29).

Merkezi sinir sistemindeki GABA {iretimi ve metabolizmasi hakkinda elde
edilen bilgilerdeki etkileyici ilerlemeler, ndbet mekanizmasi ve AEI’lerin etkisi
konusunda GABA reseptorlerinin énemli role sahip oldugunu ortaya koymustur (29).
GABA, iyonotropik GABAA ve metabotropik GABAg reseptorleri vasitasiyla hareket
eder (10, 29, 35). GABAA reseptori, ligand kapili iyon kanali siiper ailesine aittir ve CI°
iletkenligini arttirarak ndronal hiperpolarizasyona neden olur (35). GABAAa
reseptorliniin aktivasyonu, hizli inhibisyon sonrasi postsinaptik potansiyeller tiretir ve
ndbetlerin Oonlenmesi ve inhibisyonunda bu reseptdr kompleksinin kilit rolii yaygin
olarak kabul edilmektedir. Bu reseptoriin antagonistlerien kuvvetli konviilsanlar iken,
agonistleri hem deney hayvanlarinda hem de insanlarda ndbetleri Onler. GABA
sentezindeki eksiklik veya GABA ara noronlarinin kaybi gibi, GABAA reseptor alt
birimlerinin ekspresyonundaki degisiklikler veya mutasyonlar patolojik ndronal

desarjlara yol agabilir (29).

2.1.1.3. Glutamaterjik Sistem

Merkezi sinir sistemindeki temel uyarict norotransmitteri olan glutamat (10, 29,
35), glutamaterjik noronlarda, glutaminaz enziminin etkisi ile glutaminden sentezlenir.
Sinaptik salinmayi takiben, glutamat, iyonotropik ve metabotropik reseptorlerine
baglanarak farmakolojik etkilerini gosterir. Glutamat, 6zel tasiyici proteinler araciligi ile
sinir terminalleri ve glial hiicrelere alinarak sinaptik yariktan uzaklagtirilir (35).

Glutamat, NMDA (N-metil-D-aspartik asit), AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-
metil-izoksazolopropionik asit) ve kainat reseptorleri olarak bilinen iyonotropik
reseptorleri ve G-proteinleri yoluyla hiicre ici siirecleri ve iyon kanali aktivitelerini
etkileyen metabotropik reseptorleri ile aktivasyon gosterir (10, 29, 35). Glutamat
reseptorlerinden AMPA ve kainat alt tipi, hizli eksitatér norotransmisyonla
iliskilendirilirken; dinlenme membrani potansiyelinde sessiz kalan NMDA reseptorii,
uzun siireli depolarizasyon donemlerinde rol oynar (35). Deneysel ndbet modellerinde
glutamat reseptor agonistlerinin kuvvetli prokonviilzan etki; antagonistlerinin ise

antikonviilzan etkiler gosterdigi bildirilmistir (29, 38, 39). Ayrica fokal glutamat



enjeksiyonunun, hayvanlarda ndbetleri uyardigi ve baz1 deneysel ndbet modellerinde ve
insan epilepsi sendromlarinda, glutamaterjik transmisyonun asirt aktivasyonu veya
anormal glutamat reseptorlerin goézlendigi rapor edilmistir. Bu nedenle glutamatin
néronal salmmminin  engellenmesi ve reseptorlerinin  blokaji, yeni AEl'lerin
arastirilmasinda biiyiik ilgi gormiistiir. Yaygm olarak kullanilan AEI'lerden hicbiri
farmakolojik etkilerini sadece glutamat sistemi {tizerindeki bir eylemle yerine

getirmemesine ragmen, bu ilaglarin glutamat salinimini azalttigi rapor edilmistir (35).

2.1.2. Antiepileptik flaclarin Yan Etkileri

Tiim tibbi ilaglarda oldugu gibi, AEI’ler de dozaj, toksisite ve bireysel tolere
edilebilirlige bagli olarak yan etkiler gosterir (40). AEDl’lerle yapilan tedavi
basarisizliginin 6nde gelen nedenlerinden biri olan yan etkiler, tedaviye baslandiktan
sonra akut veya kronik olarak gelisebilir ve herhangi bir organ veya yapiya etki edebilir.
Epilepsi hastalarinda saglikla ilgili yasam kalitesinin bozulmasina yol acan bu etkiler,
ilaglarin etkin dozlarinin elde edilmesini de engeller (41, 42). ilaglarin yan etkileri
siklik, siddet, semptomlar, patofizyolojik mekanizmalar ve etkilenen organ veya yapiya
gore siniflandirilabilir. Perucca P ve Gilliam FG, AEl’lerin yan etkilerini bes tipe
ayirmiglardir (Tip A, B, C, D ve E) (42).

Tip A etkiler, ilacin bilinen etki mekanizmasi ile iliskili olup, genellikle
tedavinin baslangicinda veya doz artis1 sonrasinda ortaya ¢ikar ve tipik olarak, zamanla
veya doz azaltimindan sonra azalir. AEI’ler, merkezi sinir sistemini etkileyerek
uyusukluk, yorgunluk, bas donmesi, kararsizlik, bulaniklasma veya ¢ift goriis, zorlu
yogunlagma, hafiza sorunlari, sinirlilik ve depresyon gibi durumlara yol agarlar. Bu
olumsuz etki profili bir ilagtan digerine farklilik gdsterse de, ¢ogu AEI igin ortaktir
(42, 43).

Tip B etkiler "ilacin bilinen etki mekanizmasi temelinde agiklanamayan ve
dozdan bagimsiz olarak, ¢ogunlukla hassas kisilerde, tahmin edilemeyecek sekilde
ortaya cikan" etkiler olarak tanimlanmistir (42, 44). Bu etkilere yol agan temel
mekanizmalar, ilag veya ilacin metabolitleri tarafindan ortaya ¢ikan dogrudan hiicresel
hasari, immiin aracili hipersensitif reaksiyonlar1 ve daha az siklikla, ilacin veya
metabolitlerinin atipik hedeflerle etkilesimini igerir (42, 45). Tip B etkiler, A tipi
etkilere gore daha az yaygindir. Bu tip etkiler genellikle tedavinin ilk birkag haftasinda

ortaya ¢ikarlar ve ilacin kesilmesinden sonra ortadan kaybolurlar. Bununla birlikte



gecikmis teshis ve miidahale, morbidite ve hatta mortalite acgisindan biiylik bir risk
tasiyabilir. AED’lerin en yaygm B tipi etkileri, kutandz, hematolojik, hepatik ve
pankreatik reaksiyonlardir (42).

Tip C etkiler, kiimiilatif ila¢ maruziyetine bagli kronik reaksiyonlar1 igerir.
Yavas gelisimlerinden dolay1r sinsi davranabilirler. Bu etkilerin bazilar1 ilacin
kesilmesinden sonra kaybolsa da bazilar1 geri doniisimsiizdir (42, 46). Viicut
agirh@indaki degisiklikler, tipik bir C tipi etki olup ciddi saglik tehlikesi olusturabilir.
Ayrica, AEl’lerle yapilan uzun siireli tedavinin, kemik saghgmnda anormalliklere ve
reprodiiktif  bozukluklara neden olabilecegi, kardiyovaskiiler hastalik riskini
artirabilecegi gosterilmistir (47, 48).

Teratojenik ve kanserojen etkiler tip D kategorisine dahildir. Ozellikle ilk
trimesterde AEI’lere maruziyet, major konjenital malformasyonlarin sikliginda iki-iic
kat artis ile iliskilidir (49). Baz1 AEI’lerin kanserojenik etkileri deneysel ¢alismalarda
tanimlanmistir ancak bu bulgularin klinik 6nemi ile ilgili kanitlar kesin degildir (50).

AED’lerin E tipi etkileri, epilepsi tedavisi sirasinda kullanilan farkli ilaglarmn
birbirleriyle etkilesimine bagli olarak ortaya cikar ve genellikle ¢esitli nedenlerle klinik
acidan 6nemlidir. ilk olarak, AEI’lerin ¢ogunun dar bir terapotik endeksi vardir ve
farmakokinetikteki kiigiik degisiklikler verimliligin azalmasina veya toksik etkilerin
artmasina neden olur. Ikinci olarak, bircok antiepileptik ilag, ilaglarin metabolize
edilmesinden sorumlu enzimlerin aktivitesini etkiler. Ugiincii olarak, cogu AEI aym
enzimlerin substratlaridir ve bu ilaclar tipik olarak uzun yillar kullanildig: icin epileptik
hastalarin, eslik eden rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan diger ilaglarla etkilesime
maruz kalma ihtimali yiiksektir (42).

Birinci nesil AEI’ler, ilac metabolize eden enzimleri indiikleyebilir veya inhibe
edebilirler. Buna bagli olarak, bu ilaglar antimikrobik maddeler, immiinsiipresifler, oral
kontraseptifler, kardiyovaskiiler, psikotropik ve antineoplastik ilaglar ve diger AEI’ler
de dahil olmak iizere genis bir yelpazedeki ilaglarin serum konsantrasyonunu azaltabilir
veya artirabilirler. Bu nedenle farmakokinetik ilag etkilesimleri, birinci nesil AEI’lerde
daha yaygindir. Diger yandan, ¢ogu ikinci nesil AEI’nin diger ilaglar ile olan etkilesim

potansiyeli az olsa da, klinik olarak ilgili etkilesimlerden arindirilmis degildirler (51).



2.1.3. Antiepileptik ila¢larin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Epidemiyolojik ¢alismalar epilepsi ile KHV arasinda pozitif korelasyonlar
oldugunu gostermistir. Ayrica, bu ¢alismalar ile epilepsili hastalarin, genel niifusa gore,
kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle artmis morbidite ve mortalite oranina sahip
olduklar1 da bildirilmistir (52-54). Bununla birlikte, epilepsi ile KVH’ler nedeniyle
sonuglanan morbidite ve mortalite arasindaki iliski net olarak agiklanamamistir (19).
Epilepsili hastalar, hem genetik yatkinlik, hem de ndbet kaynakli kronik otonomik islev
bozuklugu nedeniyle kardiyak aritmilere duyarli olabilirler (55, 56). Buna ek olarak,
epilepsi ndbetlerinin kalp tizerinde hem kronik hem de akut etkiler gdostererek kardiyak
iskemiyi indiikledigi de bildirilmistir (56, 57). Bu etkiler epilepsi hastalarinda ani
beklenmedik 6liim (SUDEP) vakalarinda incelenmistir (58). SUDEP muhtemelen ndbet
indiikli miyokard iskemisine atfedilebilir ve ndbet kaynakli aritmiler ile birlikte
kardiyak 6liimle sonuglanabilir (57).

Diger yandan, epilepsi tedavisi de hastalarda daha kétii bir kardiyovaskiiler risk
profiline yol acabilir. Cesitli AEI’ler ile tedavi sonrasi kalp ritim degiskenligi
dinamiklerinin ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu parametrelerinin etkilendigi
gosterilmistir.  Bu  parametrelerdeki  degisiklikler ise  kalbin  fonksiyonel
kapasitelerindeki degisikligi yansitir. Epilepside yaygin olarak kullanilan bazi
AETI’lerin, kardiyak iletim sistemindeki anormallikler ile iliskili oldugu ve bu ilaglarin
kullanimina bagl olarak siniis bradikardisi, siniis arresti ve atriyoventrikiiler blok
gelisme riskinin oldugu bildirilmistir (59). Ayrica, epilepside kullanilan ilaglar ile
SUDEP arasinda bir iliski oldugu da rapor edilmistir (58, 60, 61). Bu kapsamda,
AETI’lerin epilepsi hastalarinda KVH riskini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (62, 63).

Hepatik P450 sitokrom sistem aktivitesini arttirarak karaciger enzim sistemi
lizerinde belirgin etkiler gdsteren AEI’ler, metabolik yollar1 degistirerek de vaskiiler
riskleri artirabilir ve dolayisiyla vaskiiler hastaliklarin gelismesine yol agabilir (19, 64).
Bu baglamda AEI’lerin kolestrol, lipidler, lipoprotein (a), C-reaktif protein, homosistein
gibi vaskiiler risk gostergeleri iizerine oOnemli olumsuz etkilerinin oldugu rapor
edilmistir (65-67). Baz1 AEl'ler ise leptin ve insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve artan
gida alim1 gibi ¢esitli olas1t mekanizmalar nedeniyle kilo artisina yol agmaktadir. Bu tiir
AED’ler kilo artisina bagl olarak alkolik olmayan yaglh karaciger hastaligi ve metabolik
sendrom gelisme riskini arttirabilir ve buna bagli olarak kardiyovaskiiler risk profilinin

daha da kétiilesmesine neden olabilir (68-71). Diger yandan, baz1 calismalarda, AEQ’ler



ile uzun siireli tedavinin oksidatif stres belirteclerinin diizeylerini artirdigi ve
antioksidan seviyesini azaltti§1 bildirilmistir (72-74). AEl'lerin oksidatif stres
belirtegleri tizerindeki etkileri ile ilgili mevcut veriler yetersiz olmakla birlikte; oksidatif

stres, aterosklerozun ilerlemesine ve KVH gelisimine yol agabilir (75-77).

2.1.4. Valproik Asit

VPA, ilk kez 1882'de Burton tarafindan sentezlenmistir (78). Baslangicta
barbitiirat hipnotikleri i¢in bir ¢oziicli olarak kullanilmis olan VPA’nin, raslant1 sonucu
test ilaclarindan daha etkili bir antiepileptik etkiye sahip oldugu kesfedilmistir. 1960l
yillardan bu yana da epilepsi tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Genis bir aktivite
yelpazesine sahip olan VPA, giiniimiizde de epilepsi tedavisinde en yaygin kullanilan
eski nesil bir AEI’dir. ilag, cesitli psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde de siklikla
kullanilmaktadir (79-82). Histon deasetilaz enzimlerini inhibe edebildigi anlasilan VPA,
bu 6zelligi ile de oldukea ilgi ¢ekmis ve farkli alanlarda kullanilmaya baslanmstir (83).

Di-n-propilasetik asit olarak da ifade edilen VPA, basit sekiz karbonlu dallanmis
zincirli bir yag asitidir. Molekiiler formiilii C16H31NaO4 seklindedir. Nitrojen atomu
icermemesi yoniiyle klinik kullanimdaki diger tiim AEi’lerden yapisal olarak belirgin
farklilik gosterir (79, 80, 84). VPA, farkli uygulama yollarindan sonra ¢abucak emilir ve
biyoyararlanimlilig1 tlirlere bagli olup, insanlarda neredeyse %100°diir. Plazma
proteinlerine, ¢ogunlukla albumine baglanir (>%90). Baglanma derecesi, artan ilag
konsantrasyonu ile birlikte azalir. VPA’nin yar1 émrii 9 ila 18 saat arasindadir. Ilag
bagta karaciger olmak iizere gesitli yollarla metabolize olur. Uygulanan VPA dozunun

yalnizca kiigiik bir kismi idrarda degismeden atilir (79, 80).

+
Na
Sekil 2.1. VPA nin molekiiler yapisi (35).
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Uzun yillar boyunca yaygin olarak kullanilmasina ragmen, VPA’nin etki
mekanizmas: hala tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte en iyi bilinen
farmakolojik etkileri, VKIK’in blokaj1, artmis GABAerjik transmisyon, eksitatdr amino
asitlerin salilmminin ve/veya etkilerinin azaltilmasi gibi ¢esitli mekanizmalar igerir.
VPA’nin baskin etki mekanizmasi, geleneksel olarak kullanilan diger AEI’ler gibi iyon
kanallar tizerindeki etkisidir. VPA, sodyum iyon kanali modiilatoriidiir. Bu kanallarin
hizl1 inaktivasyonunu arttirir ve sonug olarak aksiyon potansiyelinin uzamasini engeller,
noronal membranlar1 dengeler ve norotransmitter salinimini, fokal atesleme ve nobet
yaytlimimi azaltir. VPA ayrica kalsiyum iyon kanallarin1 da bloke eder. Bu kanallar
tizerinden kalsiyum akisin1 azaltir ve bu eylemin sonucu olarak ndrotransmiter
saliimini diisiirlir. Calismalarda VPA’iIn GABA metabolizmasini etkileyerek inhibitor
etkileri giiglendirdigi ve bdylece néronal hipereksitabiliteyi azaltma yetenegine sahip
oldugu da bildirilmistir. VPA'nin beyin GABA diizeylerini yiikselttigini ve GABA
bozunmasini inhibe ederek GABA yanitlarini giiglendirdigini gosteren kanitlar da vardir
(79-81, 85).

VPA’nin klinik kullanimi sonucunda ¢esitli yan etkiler gelisebilmektedir. Bu
etkiler arasinda gastrointestinal etkiler, sa¢ dokiilmesi ve kilo artis1 bildirilmistir. Buna
ek olarak, daha Onemli olan, spina bifida, kalp anormallikleri, iskelet ve bobrek
malformasyonlar1 gibi ciddi dogum kusurlarinin yani sira biligsel fonksiyonlarda azalma
ve otizm ile iligkili teratojenite bulgular1 gézlenmistir. Ayrica, VPA kullanimina bagh
olarak hepotoksisite, polikistik over ve sperm fonksiyonunda azalma oldugu
bildirilmistir (80, 86).

VPA ile indiiklenen kilo artig1, hiperinsiilinemi ve insiilin direnci, hiperleptinemi
ve leptin direnci gibi birgok metabolik bozukluga neden olabilmektedir. VPA tedavisi
sirasinda kilo alan hastalarda hipertansiyon ve ateroskleroz gibi uzun vadeli vaskiiler
komplikasyonlarla iligkili dislipidemi ve metabolik sendrom gelisebilir. Ayrica,
oksidatif stres ile birlikte {irik asit ve homosistein seviyelerindeki yiikselme, VPA ile

uzun siireli tedavi altindaki hastalarda aterosklerotik riski olusturabilir (87).

2.1.5. Lamotrijin

LMT, kismi baslangicli nobetleri olan eriskinlerde, bir yardimer tedavi olarak
1994 yilinda kullamm icin onaylanan yeni nesil bir AEI’dir. Daha sonralari,

yetiskinlerde ve ¢ocuklarda monoterapi kullanimi i¢in onay verilmistir (27). Genis
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spektrumlu bir ajan olan LMT, epilepsi disinda bipolar bozukluk basta olmak iizere
cesitli psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde de kullanilmakta ya da kullanim potansiyeli
icermektedir (88, 89).

LMT (3,5-diamino-6-(2,3-diklorofenil)-1,2,4-triazin) bir fenil triazin tiirevidir.
Oral uygulama sonrasinda iyi absorbe edilen ve plazma proteinlerine yaklasik %355
oraninda baglanan LMT, %98'lik biyoyararlanim gosterir. Yar1 omrii 25-35 saat
arasinda olup, agirlikli olarak N-glukuronidasyon yolu ile karacigerde metabolize edilir
(88, 89).

" Tlf‘-. -.‘:j
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Sekil 2.2. LM T nin molekiiler yapisi (35).

LMT’nin etki mekanizmalari heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bununla
birlikte, mevcut veriler, ilacin, presinaptik membrani stabilize etmek ve eksitator
norotransmitterlerin, 6zellikle glutamatin salinmasint 6nlemek icin Oncelikle voltaja
duyarli sodyum kanallarmin blokaj1 yoluyla etki gosterdigini ileri siirmektedir. LMT,
voltaja duyarli sodyum kanallarin1 bloke ederek presinaptik néron vezikiillerden bagta
glutamat olmak {tizere aspartat ve GABA’nin sodyum bagimli salinimini giiclii bir
sekilde engellemektedir. Ayrica, LMT’ nin presinaptik Ca*? kanallarinin inhibisyonu
yoluyla antikonviilsan etkisini gosterebildigi, boylece glutamat salinimini azaltabildigi
diistiniilmektedir (88, 89).

Mevcut veriler, LMT’nin genellikle uzun siireli tedavi sirasinda 1yi tolere
edildigini gostermektedir (90-92). Bununla birlikte, LMT’nin klinik kullanimi
sonucunda norolojik, gastrointestinal ve dermatolojik olarak yan etkiler
geligebilmektedir. Deri dokiintiisii, LMT tedavisinin yaygin bir yan etkisidir. Ayrica,
LMT kullanimina bagli olarak asir1 duyarlilik reaksiyonlari, hepatik fonksiyon
bozuklugu, yaygin intravaskiiler pihtilasma bulgusu da dahil olmak iizere multiorgan

yetmezlik vakalari bildirilmistir (93-95).
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2.2. Kardiyovaskiiler Sistem

Kalp ve damarlardan olusan kardiyovaskiiler sistem, kesintisiz olarak devam
eden bir tiibiiler sistemdir. Bu sistemin baslica fonksiyonu, oksijen ve besin maddelerini
organizmanin c¢esitli bolgelerine, metabolik artik {iriinleri de bosaltim organlarina
tasimak ve viicudun belirli bolgelerinde iiretilen hormon ve diger maddeleri etki
alanlarina ulastirmaktir. Bu yolla viicudun ¢esitli bolgeleri arasinda baglant1 saglar (96-
98).

Embriyoda fonksiyon gosteren ilk sistem olan kardiyovaskiiler sistem,
mezodermal tabakadan gelisir. Primordiyal kalp ve damar sistemi, embriyonik gelisimin
ticlincii haftasinin ortasinda belirir (99, 100).

Endodermin uyarict etkisiyle gelisen kalp, baslangicta, bir ¢ift tiip seklindedir.
Bu tiipler, lateral embriyonik katlanmalar sonucunda birleserek gelisimin 22. giiniinde,
hafifce kivrilmis, icte endokardiyal tiip ve c¢evresinde de miyokardiyal bir ortiiden
meydana gelen tek bir kalp tiiplinii olustururlar. Bu tiiplin kaudal ucundan yiiksek
konsantrasyonda salgilanan retinoik asitin etkisiyle atrial yapilar gelisir ve kalp, 4 ile 7.
haftalar arasinda septasyonla karakteristik dort odacikli yapisina kavusur (99, 100).

Embriyonik damar sistemi, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori ve diger
bliylime faktorlerinin etkisiyle, vaskiilogenez ve anjiyogenez adi verilen iki farklh
mekanizma ile gelisir. Vaskiilogenez, anjiyoblast ad1 verilen onciil hiicrelerin bir araya
gelmesi ile yeni vaskiiler kanallarin olusumudur. Anjiyogenez ise Onceden var olan
damarlarin tomurcuklanmasi ve dallanmasi ile yeni damarlarin olusumudur. Aorta ve
kardinal venler gibi biiylik damarlar vaskiilogenez ile gelisirken damar sisteminin geri

kalan1 anjiyogenez ile gelisir (99, 100).
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Sekil 2.3. 22. giinden 35. giine kadar, gelisen kalbin ve perikardiyal bolgenin ventral
goriintiisiiniin sematik diyagrami (99).

2.2.1. Kalp

2.2.1.1. Anatomik Yapisi

Kardiyovaskiiler sistemin temel organi olan kalp, kanin pompalanmasi igin
Ozellesmis yiiksek derecede modifiye bir kan damaridir (97). Kalp perikardiyum olarak
adlandirilan fibroz bir kese igerisinde yer alir. Tabani (basis cordis) yukarida, tepesi
(apex kordis) asagida koni seklindeki bu organ toraks boslugunda, akcigerler arasinda,
orta mediastinumda yer alir. 1/3’{ orta hattin saginda, 2/3’{i orta hattin solundadir. Kalp
ortalama olarak 12 cm uzunlugunda, 9 cm genisliginde ve 6 cm kalinligindadir.
Ortalama agirlik erkeklerde 300 gr, kadinlarda 250 gr, hacmi ise 500-700 cc kadardir
(101-103).

Interatriyal ve interventrikiiler septum olarak adlandirilan bélmeler ile kalp dort
bosluga ayrilir. Bunlarin tepe kisminda olanlarina ventrikiil, taban kisminda olanlarina
atriyum denir. Sag atriyum ile sag ventrikiil arasinda ostium atrioventriculare dextrum
ad1 verilen agiklikta ii¢ pargali bir kapak bulunur. Bu kapaga valva atrioventriculare

dextra (trikiispit kapak) denir. Sol atrium ile sol ventrikiil arasindaki ostium
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atrioventriculare sinistrum adi verilen agiklikta ise iki parcali bir kapak olan valva

atrioventriculare sinistrum (bikiispit kapak, mitral kapak) yer alir (101, 103).
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Sekil 2.4. Kalp bosluklar1 ve kalpteki dolagimi gosteren diyagram (96).

Kalbe kan getiren damarlar ven, kalpten kan gotiiren damarlar arter olarak
adlandirilir. Sag atriyuma vena cava superior, vena cava inferior ve sinus coronarius
acilir. Vena cava superior govdenin iist yarisindan topladigi vendz kani; vena cava
inferior govdenin alt yarisindan topladigi vendz kani sag atriyuma bosaltir. Sinus
coronarius ise kalbin vendz kanini sag atriyuma bosaltir. Sag ventrikiilden, akcigerlere
vendz kani tagiyan, truncus pulmonalis ayrilir. Sag ventrikiil ile truncus pulmonalis
arasindaki agiklikta ti¢ adet semilunar kapakgiktan olusan valva trunci pulmonalis yer
alir. Sol atriyuma, akcigerlerden arteriyal kan getiren dort adet vena pulmonalis
acilirken; sol ventrikiilden, tiim viicuda arteriyal kan1 dagitan aorta ¢ikar. Sol ventrikiil
ile aorta arasindaki agiklikta da {i¢ adet semilunar kapakg¢iktan olusan valva aortae
bulunur (103).

2.2.1.2. Kalp Iskeleti

Diizensiz siki bag dokusundan olusan kalp iskeletini; atriyum ile ventrikiiller
arasindaki acikliklar1 ¢evreleyen halkalar, halkalar arasinda olusan liggen seklindeki
trigonlar ve interatriyal ve interventrikiiler septumlarin membrandz bolimleri meydana
getirir (96). Fibroz iskelet, miyokardiyum tabakasina ait kas lifleri igin bir tutunma yeri
olmakla birlikte atriyum ve ventrikiiller arasinda serbest elektriksel impuls akimin

Onleyen bir elektrik izolatorii olarak da fonksiyon goriir (96, 104, 105).
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2.2.1.3. Kalp Duvarmin Histolojik Yapisi

Kalp igten disa dogru endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum olmak
tizere {i¢ tabakal1 bir duvar yapisina sahiptir (96, 101). Sol ventrikiil duvari, fonksiyonu
nedeniyle kalbin diger boliimlerine gore daha kalindir (101, 102, 106).

Endokardiyum: Kalp bosluklarinin i¢ yiizlerini ve ig¢indeki yapilar1 6rten bu
tabaka, endotel ve endotel atindaki ince bir bag dokusu olan subendotel tabakalarindan
olusur. Subendotel tabakasi kollajen ve elastik lif yoniinden zengin olup yer yer de diiz
kas hiicreleri igerir. Endokardiyum tabakasinin altinda gevsek bag dokusu 6zelliginde
olan subendokardiyal tabaka yer alir. Kalbin uyari iletiminde rol oynayan Purkinje
hiicrelerinin yer aldig1 bu tabaka endokardiyum ile miyokardiyumu birbirine baglar ve
miyokardiyumun bag dokusuyla devam eder (98).

Miyokardiyum: Kalbin en kalin tabakasi olan miyokardiyum, baslica kalp kasi
hiicreleri (kalp kasi lifleri) tarafindan olusturulur. Kas lifleri yaklasik 15 mikrometre
capinda, 85-100 mikrometre uzunlugundaki hiicrelerdir (97, 107). Merkezi yerlesim
gosteren, Okromatik bir veya iki adet niikleus igerirler (98, 107). Kas liflerinin temel
yapisal elemanlart olan miyofibriller hiicrelerin uzun eksenine paralel olarak
yerlesmiglerdir. Miyofibrilleri olusturan bilesenlerin organizasyonu nedeniyle kas
liflerinde enine ¢izgilenme izlenir. Kalp kasi lifleri bir veya iki ug¢larindan yan dallar
(kolleteraller) verirler. Kolleteraller birbirlerine kompleks baglantilar ile baglanirlar. Bu
baglanti kompleksleri, interkalat disk olarak adlandirilir ve 151k mikroskobunda enine
koyu bir bant seklinde gozlenir (96, 97, 104, 107). Kas liflerinin arasinda zengin kan ve
lenf kapiller aglari igeren bag dokusu bulunur (98, 107).

Cok degisik seyir gosteren kalp kasi lifleri kalbin iskeletinden baslar ve tekrar
ayni iskelette sonlanirlar (101, 105). Kas lifleri ti¢ boliimde incelenir (101, 105, 106):

e Atriyumlar1 saran lifler; yiizeyel ve derin lifler olmak iizere iki tabakadan
olusurlar. Derin lifler her bir atriyumu ayr1 ayr1 sararken yiizeyel lifler her iki
atriyumu birlikte sarar.

e Ventrikiilleri saran lifler; yiizeyel, derin ve orta grup lifler olarak gruplandirilir
ve iki ventrikiilii birlikte sararlar. Kalp iskeletinden baslayan yiizeyel kas lifleri
longitudinal, orta tabaka kas lifleri sirkiiler seyrederek apex cordis’e gelirler.
Buradan derine dalip kalp iskeletine dogru tekrar longitudinal bir seyir

gosterirler.
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e lletim sistemine ait lifler; dzellesmis olup atriyumlardan baslayip ventrikiillere
dogru uzanan sinir tabiatinda olan liflerdir.
Atriyumlar1 ve ventrikiilleri saran kaslar birbirinin devam1 olmayip, kalbin fibroz
iskeleti ile ayrilir. Bu nedenle atriyumlar ve ventrikiiller bagimsiz olarak ¢alisirlar (105).
Epikardiyum: Kalbi sikica saran serdz perikardyumun visseral yapragidir.
Mezotel ve mezotel altindaki ince bag dokudan olusur. Epikardiyum altinda koroner
kan damarlarini ve sinirleri igeren yag hiicrelerinden zengin subepkardiyal tabaka yer

alir (98, 104).
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Sekil 2.5. Kalbin tabakalar1 (96).
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2.2.1.4. Kalbin Uyari iletim Sistemi

Kalp sinir sisteminden direkt bir uyar1 olmaksizin, kendi biinyesinde yer alan,
impuls treten ve ileten bir sistemin etkisiyle ritmik olarak kasilir (104, 108). Sinir
dokusu icermeyen bu sistem sinoatriyal diiglim, atriyoventrikiiler dugiim,
atriyoventrikiiler demet (his demeti) ve Purkinje liflerinden olusur. Birbirlerinden biraz
farkli olmakla birlikte, iletim sistemini olusturan tiim bu yapilar modifiye olmus kalp
kast liflerinden meydana gelir (101, 102).

Sinoatriyal diigim, vena cava superior’un sag atriyuma agilma yerine yakin
olarak epikardiyum altinda yerlesmis 6zellesmis kas kitlesidir. Kalbin kontraksiyonunu
bu diigiimden ¢ikan impulslar baslatir ve diigiimden ortalama 60-90/dakika (dk) impuls
¢ikar. Bu nedenle bu diigiime kalbin pacemaker’1 da denir (101, 102, 105). Buradan

cikan uyarilar, atriyum duvarindaki yogunlasmis kas lifleri ile yayilarak
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atriyoventrikiiler diigiime ulasir ve burada toplanir. Atriyoventrikiiler diigiim,
interatriyal septumda, sinus coronarius’un sag atriyuma agildigi yerin yakininda
bulunur (102, 106). Uyari, ventrikiillere ulastirilmadan 6nce burada 0.1 saniye (sn)
geciktirilerek atriyumlarin ventrikiillerden 6nce kasilmalar1 saglanir. Atriyoventrikiiler
diigiimden atriyoventrikiiler demete gegen uyari, buradan ventrikiillere iletilir (101).
Atriyoventrikiiler demet, interventrikiiler septumun membran6z pargasinin arkasindan
gecerek sag ve sol olmak iizere iki kola ayrilir. Bu kollar endokardiyumun hemen
altinda seyreder ve dallanarak Purkinje liflerini olustururlar. En hizhi ileti Purkinje

liflerinde olup, bu lifler ventrikiil kaslarinin kasilmasini saglarlar (105, 106).

aorta
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lifleri  sag demet

Sekil 2.6. Kalbin uyari iletim sistemi (96).

Kalp her ne kadar sinir sisteminden bagimsiz olarak kasilsa da, ritmi otonom
sinir sistemi tarafindan kontrol edilir (96, 104, 105). Otonom sinir sisteminin sempatik
ve parasempatik sinirleri, kalbe yakin olarak aorta ve pulmoner arter baglangicinda
plexus cardiacus’u olustururlar (101, 105). Bu pleksustan ayrilan dallar sinoatriyal ve
atriyoventrikiiler diigiimler ile koroner arterlerin ¢evresinde sonlanirlar (96, 104).

Otonom sinir sistemi kalbin kasilmasini baglatmayip, ihtiya¢ durumuna gore kalp
atim hizin diizenler. Sempatik sistemin hakim oldugu durumlarda kalbin atis1 hizlanir,
kan1 pompalama giicii artar. Ayrica, koroner damarlar da genisleyerek kalp kasina daha
fazla kanin, dolayisiyla daha fazla oksijenin gelmesi saglanir. Parasempatik sistemin
hakim oldugu durumlarda ise kalbin atis1 yavaslar, kan1 pompalama giicli azalir ve

koroner damarlar da daralir (96, 102, 104).
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2.2.2. Damarlar

2.2.2.1. Anatomik Yapisi

Anatomik olarak icinde tasidigi kana bakilmaksizin kalpten ¢ikan damarlara
arter, kalbe giren damarlara ise ven denir. Arterler kalpten ayrildiktan sonra birgok
dallara ayrilir. Dallara ayrildik¢a c¢aplar1 kiigiilerek arteriyol olarak adlandirilan
damarlara doniistlir. Arteriyollerin dallanmasi ile kapillerler olarak adlandirilan damar
ag1 olusur. Kapillerler venoz sistemin baslangicit olan postkapiller veniillere agilir.
Postkapiller veniiller birleserek kiigiik venleri; kiiclik venler de birleserek c¢aplari
giderek artan biiylik venleri olustururlar. Vendz kan kalbe, biiyiik venler tarafindan

getirilir (96, 102, 103).

VENLER ARTERLER
blylk ven blyuk (elastik) arter

g :|,_,/ tunika intima \[ n
Ei_;,r///run/ka mediya B
- tunika adventisya

orta boy
(maskdler)
arter

-

orta boy
ven

kapillerler

Sekil 2.7. Kan damarlarlmrnﬂ‘bashca yapisal ozellikleri (96).

2.2.2.2. Damar Duvarmin Doku Bilesenleri

Damar duvari; endotel, kas dokusu ve elastik elemanlar igeren bag dokusu olmak
lizere ii¢ temel bilesenden olusur. Yapisal elemanlar1 yalnizca endotel, bazal lamina ve
perisitler olan kapillerler ve postkapiller veniiller disinda, bu dokularin tiimii damar

duvarinda farkli oranlarda bulunmaktadir. Bu dokularin damar sistemindeki miktar1 ve
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diizeni, Oncelikle kan basincinin olusturdugu mekanik faktorler ve dokularin bolgesel
gereksinimlerini yansitan metabolik faktorler tarafindan belirlenir (107).

Endotel; damar duvarinin i¢ yiiziinii déseyen, dista bir bazal membran {izerine
oturmus, yassi, uzun poligonal sekilli hiicrelerin olusturdugu, tek sirali bir epitel
tabakasidir (96, 107). Hiicreler, uzun eksenleri kan akimi yoniinde olacak sekilde
dizilmislerdir (96, 104). Liimene bakan yiizeylerinde ¢esitli yiizey adezyon molekiilleri
ve reseptorler eksprese eden endotel hiicreleri, gesitli faktorler sentezleyip salgilarlar.
Dosedikleri damara gore farkli fonksiyonlara sahip olup, damar duvarinin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigiinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Cesitli damar hastaliklari,
endotel hiicrelerininin fonksiyon bozukluguna bagl olarak gelismektedir (96, 104, 107).

Diiz kas dokusu; kapiller ve postkapiller veniiller disinda tiim damarlarda
bulunur. Diiz kas hiicreleri, damarlarin media tabakasinda sik ve sarmal olusturacak
sekilde dizilmislerdir. Her bir kas hiicresinin ¢evresinde bazal lamina ve yine kas
hiicresi tarafindan salgilanan degisik miktarda bag dokusu bulunur (107).

Bag dokusu; damar duvarinda yerel islevin gerektirdigi kosullara gore
degisebilen miktar ve oranda bag dokusu bilesenleri bulunur. Genel olarak damarlarin
duvarinda en fazla bulunan ve damar duvarint mekanik ve hemodinamik etkilere karsi
koruyan kollajen lifler, tim tabakalarda belirli oranlarda bulunur. Damar duvarina
elastikiyet kazandiran elastik lifler 6zellikle biiyiik arterlerin duvarinda daha yogun
olarak bulunur ve bu arterlerin media tabakasinda fenestrali lameller halinde konsantrik
katmanlar olustururlar. Amorf ara madde (proteoglikanlar, glikoproteinler), hiicreler
arast alanda heterojen bir jel olusturarak damar duvarinin fiziksel 6zelliklerine katkida

bulunur (107).

2.2.2.3. Damar Duvarmn Histolojik Yapisi

Arter ve venler ii¢ tabakali bir duvar yapisina sahiptir (96, 104, 107).

Tunika intima: Damarin i¢ tabakasidir. Bu tabaka endotel ile endotel altinda
uzanan, yer yer diiz kas hiicreleri iceren gevsek bag dokusu 6zelligindeki subendotelden
olusur. Arterlerin intima tabakasi, internal elastik membran olarak adlandirilan elastik
materyalden olusmus fenestrali yaprak benzeri bir tabaka ile media tabakasindan ayrilir
(96, 104, 105).

Tunika media: Baslica sarmal dizilmis diiz kas hiicrelerinin olusturdugu orta

tabakadir. Bu kas hiicreleri arasinda, damar tipine gore degisen miktarlarda elastik lifler,
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retikiiler lifler (tip 111 kollajen) ve amorf ara madde bulunur. Arterlerde nispeten daha
kalin olan bu tabaka, elastik materyalin yogunlagsmasi ile olusan fenestrali eksternal
elastik membran ile adventisya tabakasindan ayrilir (96, 104, 105).

Tunika adventisya: Baslica longitiidinal diizenlenmis kollajen 1if (tip I kollajen)
ve az miktarda elastik lif iceren bag dokusundan olusan dis tabakadir. Bu tabaka
damarlar1 ¢evreleyen bag dokusu ile birlestiginden, ¢evre bag dokusu ile arasinda
keskin bir sinir bulunmaz. Tunika adventisya, arteriyel sistemin biiylik boliimiinde
nispeten inceyken, venlerde belirgin olarak kalindir. Ayrica, biiyiik arter ve venlerin
adventisya tabakalarinda, damar duvarindaki diiz kaslarin kasilmasini1 kontrol eden ve
nervi vaskiilaris olarak adlandirilan sinir ag1 ile damar duvarinin beslenmesini saglayan

ve vaza vazorum olarak adlandirilan bir damar sistemi igerir (96, 104, 105).

tunika adventisya

tunika mediya

tunika intima
endotel hicreleri

-
o 7/bazallamina

& > internal elastik
7\ /membran
e retikdler fibriller ve
" ince kollajen

fibrilleri
elastik lameller

diiz kas ~3
hicreleri

kollajen
fibrilleri

B kan damari
miyelinsiz
sinirler

\
/V S

- kollajen
makrofaj 0 fibrilleri

miyelinli sinir

Sekil 2.8. Biiyiik bir arterin sematik diyagrami (96).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Tiirii ve Yapildig: Yer

Calisma, Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan alman onay
(Etik kurul no: 2016/A-108) ile inonii Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve
Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismada, bu merkezden temin edilen 200-250
g agirliginda 12 haftalik 40 adet Wistar albino disi sican kullanildi. Siganlar, oda
sicakligr 22-24 °C arasinda, havalandirma sartlar1 saglanmis, aydinlatilmasi 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan odalarda barindirildi. Siganlar

calisma boyunca ad libitum standart pellet yemle beslendi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Sicanlar her grupta 8 adet olacak sekilde, tablo 3.1°de gosterildigi gibi 5 gruba
ayrildi. VPA (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) ve LMT (AFG Bioscience LLC,
Skokie, USA) serum fizyolojik (SF) icinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Hazirlanan
sollisyonlar 0.5 ml olacak sekilde ip yolla 14 giin boyunca uygulandi.

Tablo 3.1. Deney gruplari.
Deney gruplar

Kontrol grubu Sadece SF uygulandi.

Diisiik doz VPA (DDVPA) grubu 100 mg/kg dozunda VPA uygulandi.
Yiiksek doz VPA (YDVPA) grubu 500 mg/kg dozunda VPA uygulandi.
Diisiik doz LMT (DDLMT) grubu 10 mg/kg dozunda LMT uygulandi.
Yiiksek doz LMT (YDLMT) grubu 50 mg/kg dozunda LMT uygulandi.

3.3. Deneyin Sonlandirilmasi
Calismanin sonunda, anestezi altinda hemodinamik parametreler oOlciilerek kan

ornekleri alindi. Ardindan, sicanlar sakrifiye edilerek kalp ve damar (abdominal aorta)

dokulari ¢ikarildi. Histolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri %10’luk formaldehit
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icerisinde; biyokimyasal analizler i¢in alinan dokular -80 °C’lik derin dondurucuda

muhafaza edildi.

3.4. Hemodinamik Analizler

Deney protokolii tamamlandiginda anestezi icin ip Yyolla ketamin (50
mg/kg)tksilazin (5 mg/kg) verilen siganlarin sistolik kan basinci (SKB), diyastolik kan
basinct (DKB), ortalama kan basinci (OKB) ve kalp hizi tayini i¢in karotis arterlerden
biri kaniile edildi. Karotis arterde kanama veya kopma gibi herhangi bir sorun
durumunda diger damar yedek olarak kullanildi. Elektrokardiyografi (EKG)
degisiklerini izlemek igin 3 derivasyonlu EKG elektrotlart kullanildi. Sistoloik kan
basinci (SKB), diyastolik kan basici (DKB), ortalama kan basinci (OKB), kalp hizi ve
EKG degerleri Biopac MP-100 Data Acquisition sistem bilgisayar kayit programi
kullanilarak 3 dk boyunca kaydedildi. Alinan bilgisayar kayitlarindan aritmi cesitliligi
ile PR, QRS ve QT araliklar1 hesaplandi.

3.5. Histolojik Teknikler ve Analizler

3.5.1. Histolojik Doku Takibi

Histolojik degerlendirme i¢in alinan doku 6rnekleri 3-4 mm’lik kii¢iik parcalara
ayrilip (trimlenerek) plastik doku takip kasetlerine alindi. Bu halde dokular 24 saat siire
ile %10’luk formaldehit igerisinde fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan c¢esme
suyunda yikanan dokular Sakura Tissue-Tek VIP marka doku takip cihazinda, tablo
3.2’de basamaklar halinde verilen histolojik doku takibi isleminden gecirildi. Doku
takibi isleminden sonra dokular parafine gémiildii. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica

RM 2145 marka mikrotomu ile 4 pm kalinliginda Kkesitler alind1.

3.5.2. Histolojik Boyama

Kesitler genel histolojik yapmin incelenmesi i¢in hematoksilen-eozin (H-E)
boyama metodu ile boyandi. Ayrica, miyokardiyal dokuda desmin, konneksin-43,
kaspaz-3; damar dokusunda a-SMA ve kaspaz-3 proteinlerinin immiinreaktivitelerinin

degerlendirilmesi i¢in immiinohistokimya boyama metodu uygulandi. H-E boyama
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metodu tablo 3.3’te; immiinohistokimyasal boyama metodu tablo 3.4’te basamaklar

halinde verildi. Immiinohistokimya boyama metodunda kullanilan primer antikorlar ile

ilgili bilgiler tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.2. Histolojik doku takibi islem basamaklari.
Histolojik doku takibi islem basamaklar:

%70 alkol
%380 alkol
%96 alkol
%96 alkol
Absolii alkol
Ksilen
Parafin

60 dk
60 dk
60 dk
60 dk
60 dk
60 dk x3
40 dk x4

Tablo 3.3. Mayer’s H-E boyama metodu basamaklari.

64° sicakhkta

Ksilen

%96 Alkol

Cesme suyu

Mayer’s hemotoksilen
Cesme suyu

Eozin

%96 Alkol

Ksilen

Kapama

1 saat
5 dk x3
3dk x4
1dk
15 dk
15 dk
5 dk
3dk x4
5 dk x3
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Tablo 3.4. immiinohistokimyasal boyama metodu basamaklari.
Immiinohistokimyasal boyama metodu basamaklar ‘

64° sicakhkta 1 saat

Ksilen 5 dk x3

%96 Alkol 3dk x4

Distile su 1dk

Antijen geri kazanim 20 dk (sitrat tamponu)
Distile su 1dk

PBS 1dk

Hidrojen peroksit 10-12 dk

PBS 1dk x3

Protein blok 5dk

Primer antikor 60 dk

PBS 1 dk x3
Sekonder antikor 10 dk

PBS 1 dk x3
Streptavadin peroksidaz 10 dk

PBS 1 dk x3

AEC kromojen 10 dk (maksimum)
PBS 1 dk x3

Distile su 1dk

Mayer’s hematoksilen 1dk

Cesme suyu 1dk

Kapama Su bazli kapatici

Tablo 3.5. immiinohistokimya boyama metodunda kullamlan primer antikorlar.

Primer Kullanildign ~ Uretici Diliisyon
antikorlar doku firma orani
Kaspaz-3 Kalp, damar Thermo Fisher Scientific 1:100
Desmin Kalp Santa Cruz 1:100
Troponin-T Kalp Thermo Fisher Scientific ~ 1:100
Konneksin-43 Kalp Abcam 1:250
a-SMA Damar Thermo Fisher Scientific ~ 1:800
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3.5.3. Histolojik Analizler

Kalp kesitleri; konjesyon-hemoraji, interstisyel 6dem ve kardiyomiyosit
dejenerasyonu (yogun eozinofilik sitoplazma ve piknotik niikleus) yoniinden incelendi.
20’lik biiylitmede, rastgele segilen 10 alan, histolojik degisikliklerin yayginligina gore,
0; normal, 1; %25’ten az degisiklik, 2; %25-50 arasindaki degisiklik, 3; %50’den fazla
degisiklik olacak sekilde skorlandi. Damar igin yapilan degerlendirmede, tiim alan
incelenerek kas hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler (miyofibril kaybi, piknotik
niikleus) yayginligina gore, 0; normal, 1; %25’ten az degisiklik, 2; %25-50 arasindaki
degisiklik, 3; %50’den fazla degisiklik olacak sekilde skorland1 (109).

Immiinohistokimyasal analizlerde, her bir kesitten 40’lik biiyiitmede rastgele en
az 10 goriintii elde edildi. Image J goriintii analiz programi (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) ile her bir goriintiideki immiinreaktivite siddeti yiizde
olarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (110).

%Immiinreaktivite siddeti=(Immiinohistokimyasal olarak boyanmis alan/total
alan)x100

Tim analizler ve goriintii alma islemleri, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu
ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions
Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.6. Biyokimyasal Analizler

3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu

Enzim aktivite 6l¢iimiinde kullanilmak tizere buz izolasyonu altinda 0.1 g kalp
dokusu 1 ml fosfat tamponu (20 MMK2HPO4/KH2PO4, pH: 7.4) igerisinde IKA-Werke
T25 homojenizatorii kullanilarak homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar, Sonics
VCX130 sonifikatorde 2 defa 10 sn sonifiye edilmesinin ardindan 10.000 g’de +4 °C’de
10 dk Niive NF 800R mikrosantrifiij aletiyle santrifiiriij edildi. Dekontasyon yoluyla

slipernantanlar ayrildi.
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3.6.2. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak bilinen ve oksidatif
stresin bir gostergesi olarak kabul edilen lipid peroksidasyonu son iiriinii olan
malondialdehit (MDA) miktarinin 6lgiilmesi ile degerlendirildi. Bu baglamda %15°lik
trikloroasetik asit ¢ozeltisi, %0.375’lik tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi ve 0.25 N’lik
hidroklorik asitin eklenmesiyle c¢alisma reaktif ¢ozeltisi hazirlandi. 500 pl 6rnek
¢ozeltileri tizerine 2 ml ¢alisma reaktifinden eklenerek 30 dk siiresince 95-100 °C’deki
sicakliga maruz birakildi. Bu siirenin ardindan 3500 rpm’de 10 dk Niive NF 800R
mikrosantrifiij aletiyle santrifiirlij edildi. Elde edilen siipernatantin mikroplate
okuyucuda 535 nm’deki absorbans degerinin belirlenmesi ile MDA miktar1 nmol/mg

protein olarak hesaplandi (111).

3.6.3. Total Glutatyon Olciimii

Total glutatyon (tGSH) miktarinin saptanmasinda kullanilan yontem 5-tio-2-
nitrobenzoat olusumunun spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu
baglamda, tGSH miktarinin belirlenmesi igin, fosfat tampon ¢ozeltisi (50 mM, pH:7.0),
5,5'-Dithiobis (2- nitrobenzoik asit)(1.5 mg/ml), B-Nikotinamid adenin diniikleotid (4
mg/ml) ve GSH-rediikktaz enzim (6 tnite/ml) ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
cozeltilerin belirli miktarlarinin {izerine belirlenen hacimde (50u1/20 kat seyreltme)
stipernatan eklenerek mikroplate okuyucuda 10 dk siiresince 412 nm’deki absorbans
degerleri tespit edildi. tGSH miktarinin degeri, ticari tGSH’in standart olarak

kullanilmastyla nmol/mg protein cinsinden hesaplandi (112).

3.6.4. Serum Troponin-T Seviyesinin Ol¢iimii

Troponin-T tayini SunRed marka Elisa Kiti ile gerceklestirildi. Oncelikle kit 30
dakika oda sicakliginda bekletilerek kimyasallarin aktiflesmesi saglandi. Ornekler 20 dk
2500 rpm’de 4 °C’de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Pelet atilarak siipernatan alindi.
96’lik mikroplaklara 40 ul 6rnek, 10 pltroponin-T antikoru ve 50 uL streptavidin HRP
eklendi. Daha sonra kuyucuklarin agzi bir membranla kapatilarak yavasca karistirildi ve
60 dk 37 °C’de inkiibe edildi. Ardindan membran kaldirilarak ters g¢evrildi ve igerigi
bosaltildi. 5 defa yikama soliisyonu ile plaklar yikandi. Daha sonra 50 pl kromojen A ve
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50 ul kromojen B eklenerek 37 °C’de karanlikta 10 dk inkiibe edildi. Siirenin sonunda
50 ul stop soliisyonu eklenerek mavi rengin sariya doniisii 450 nm’de spektrofotometrik

olarak tayin edildi.

3.7. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS for Windows
version 17) ile yapildi. Gruplar arasi karsilastirma, normal dagilim gosteren veriler i¢in
Anova (Tamhane veya Tukey) testi ile; normal dagilim gostermeyen veriler igin
Kruskal-Wallis H testi ile yapildi. Veriler, dagilima bagl olarak medyan (minimum-
maksimum) (Med (Min-Mak)) veya aritmetik ortalama =+ standart sapma (AO=SS)
olarak ifade edildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hemodinamik Bulgular

4.1.1. Kan Basinci

DDVPA, DDLMT ve YDVPA gruplarinda Olgiilen kan basinct degerleri,
istatistiksel olarak kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi (p>0.05). Diger yandan,
YDLMT grubunda 6lgiilen kan basinct degerlerinin, kontrol ve DDLMT gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi
(p<0.05). Gruplarin kan basinci degerleri tablo 4.1 ve sekil 4.1°de verildi.

Tablo 4. 1. Gruplarin kan basinci degerleri (AO=£SS).

aKontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<<0.05).
PDDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).
®YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).

ESKB EDKB W OKB
160
140
120
100
80
60
40
20

abc

KONTROL DDVPA YDVPA DDLMT YDLMT

Sekil 4.1. Gruplarm kan basinci. ®Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml artis (p<0.05). "DDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).
°YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<<0.05).
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4.1.2. Kalp hiz1

DDVPA, DDLMT ve YDVPA gruplarinda kalp hizinin, istatistiksel olarak
kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi (p>0.05). Diger yandan, YDLMT grubunda
kalp hizinin, kontrol ve DDLMT gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Gruplarin kalp hiz1 degerleri tablo
4.2 ve sekil 4.2°de verildi.

Tablo 4. 2. Gruplarin kalp hiz1 degerleri (AO=£SS).

2K ontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.05).
PDDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh artig (p<0.05).

450
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Sekil 4.2. Gruplarin kalp hizi. *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
artty (p<0.05). DDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).

4.1.3. EKG Bulgulari

PR ve QRS interval siirelerinin tiim gruplarda benzer oldugu tespit edildi
(p>0.05). Diger yandan QT interval siiresinin YDLMT grubunda arttig1 ve bu artisin,
kontrol ve DDLMT gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05). Gruplarin EKG o6l¢iimleri (PR, ORS, QT interval siireleri) tablo 4.3 ve sekil
4.3’te; kardiyak ritim bozuklugu insidansi tablo 4.4’te verildi.
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Tablo 4.3. Gruplarin PR, QRS ve QT interval siireleri (AO=SS).

@K ontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.05).
PDDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).
®YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.05).

# PR intervali QRS intervali W QT intervali

160 -

abc

140 -

120

100

80

60

40

20

KONTROL DDVPA YDVPA DDLMT YDLMT

Sekil 4.3. Gruplarin PR, QRS ve QT interval siireleri. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05). ®DDLMT grubu ile karsilastirldiginda
istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.05). “YDVPA grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli artis (p<0.05).

Tablo 4. 4. Kardiyak ritim bozuklugu insidansi.
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4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Kalp

4.2.1.1. Miyokardiyal Dokunun Genel Morfolojisi

Miyokardiyal doku, konjesyon-hemoraji, interstisyel 6dem ve kardiyomiyosit
dejenerasyonu (yogun eozinofilik boyanmis sitoplazma, piknotik niileus, hipertrofi)
bakimindan degerlendirildi. Kontrol grubunda, hafif diizeydeki degisiklikler diginda,
miyokardiyum normal histolojik goriinimdeydi. Bu grupta, eozinofilik sitoplazmaya ve
okromatik, merkezi yerlesimli niikleusa sahip olan kardiyomiyositlerin, uzun
eksenlerine paralel diizlemlerinde (longitudinal diizlem) enine bantlagmalar ve
interkalat diskleri belirgin olarak gozlendi (Sekil 4.4-5).

Diisiik ve yiikksek doz VPA ve LMT uygulamalarinin, miyokardiyumun genel
morfolojik yapisinda belirgin bir degisiklik olusturmadigi (Sekil 4.6-13) ve bu
gruplarda, histopatolojik degerlendirme sonuglarinin istatistiksel olarak kontrol grubuna
benzer oldugu tespit edildi (p>0.05).

Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuglari tablo 4.5’te verildi.

Tablo 4. 5. Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuclar1 (Med (Min-Mak)).
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Sekil 4.6. DDVPA grubu; miyokardiyumun goriiniimiiniin kontrol grubﬁna benzer oldugu
izlenmekte. Oklar kardiyomiyosit niikleuslarina isaret ediyor. H-E; 40x.

Sekil 4.7. DDVPA grubu; interkalat disklerin (ok baslar1) gériiniimii. H-E; 100x.
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Sekil 4.9. YDVPA grubu; interkalat disklerin (ok

Sy TN
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%

baslar) goriiniimii. H-E; 100x.
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Sekil 4.10. DDLMT grubu; miyokardiyumun goriiniimiiniin kontrol grubuna benzer oldugu
izlenmekte. Oklar kardiyomiyosit niikleuslarina isaret ediyor. H-E; 40x.

‘l." 7 ) 9717 ’/ 4 ( 4/
Sekil 4.11. DDLMT grubu; interkalat disklerin (ok baslari) goriiniimii. H-E; 100x.
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Sekil 4.12. YDLMT rubu; iokardyumun D

~

DLMT ile benzer goriiniimde oldugu izlenmekte.

Oklar kardiyomiyosit niikleuslarina isaret ediyor. H-E; 40x.
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4.2.1.2. Kaspaz-3

Kardiyomiyosit sitoplazmasinda izlenen kaspaz-3 immiinreaktivitesinin (Sekil
4.14-18) kontrol grubunda hafif diizeyde oldugu gozlendi. VPA uygulamasinin
kardiyomiyositlerde kaspaz-3 immiinreaktivitesini artirdig1 ve bu artisin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001). Diger
yandan, YDVPA grubunda izlenen immiinreaktivite siddetinin, DDVPA grubuna gore,
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.001). LMT uygulamalarina
bagli olarak da kardiyomiyositlerdeki kaspaz-3 immiinreaktivite siddetinde, kontrol
grubuna gore, belirgin bir artis gozlendi (p<0.001). YDLMT grubunda izlenen
immiinreaktivite siddetinin DDLMT grubuna gore daha yiiksek oldugu, ancak gruplar
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05). Gruplarin

kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti tablo 4.6 ve sekil 4.19°da verildi.

& : {

£ ’ 4 <
Sekil 4.14. Kontrol grubu; kardiyomiyositlerin sitoplazmasinda kavrengimsi izlenen kaspaz-3
immiinreaktivitesi (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.
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Sekil 4.15. DDVPA grubu; kontrol grubuna gore artmis kaspaz-3 immiinreaktivitesi izlenmekte

(oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.

Sekil 4.16. YDVPA grubu; kaspaz-3 immiinreaktivitesinin, DDVPA grubuna gore belirgin sekilde
arttig dikkati ¢ekmekte (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.
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esinde, kontrol ve

belirgin olarak art1g1 izlenmekte (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.

40



Tablo 4. 6. Gruplarin kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti (AO=SS).

Gruplar Kaspaz-3 immiinreaktivitesi (%)
Kontrol 0.40+1.07

DDVPA 3.43+2.532

YDVPA 10.15+9.06% °

DDLMT 12.75+7.19%°

YDLMT 16.83+9.58% ¢

@K ontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.001).
PDDVPA grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001).
°YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p=0.007).
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Sekil 4.19. Gruplarin kaspaz-3 immiinreaktivite §lddetl. aKontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001). PDDVPA grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001). °YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli artis (p=0.007).

4.2.1.3. Troponin-T

Troponin-T immiinreaktivitesi, kardiyomiyosit sitoplazmasinda izlendi (Sekil
4.20-24). Gruplar arasinda en yiiksek immiinreaktivite siddeti, kontrol grubunda tespit
edildi. VPA uygulamasina bagli olarak immiinreaktivite siddetinin, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0.05).
Bununla birlikte, VPA gruplarinda izlenen immiinreaktivite siddetindeki azalma, doz
bagimli olmayip, DDVPA ve YDVPA gruplarinda benzer bulundu (p>0.05). Diger
yandan, DDLMT ve YDLMT gruplarinda ise troponin-T immiinreaktivite siddetinin
kontrol grubuna benzer oldugu gozlendi (p>0.05). Gruplarin troponin-T
immiinreaktivite siddeti tablo 4.7 ve sekil 4.25°te verildi.

41



! ] /
Sekil 4.20. Kontrol grubu; troponin-T immiinreaktivitesine bagli olarak kardiyomiyositlerin
sitoplazmasinin kahverengimsi boyandig1 izlenmekte. Troponin-T immiin boyama; 40x.

A grubu; troponin-T immiinreaktivitesinin, kontrol grubuna gére belirgin olarak
azaldig1 dikkati gekmekte. Troponin-T immiin boyama; 40x.

Sekil 4.21. DDVP
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Sekil 4.22. YDVPA grb; DDVPA grubuna benzer sekile, zalrms trdponin—T i

izlenmekte. Troponin-T immiin boyama; 40x.

N

rub; tr

N

oponin-T i

Sekil 4.23. DDLMT

~,

mmiinreaktivitesinin ko

ntrol

izlenmekte. Troponin-T immiin boyama; 40x.
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Sekil 4. 24 YDLMT grubu troponln T 1mmunreakt1v1tes1n1n DDLMT grubuna benzer oldugu
izlenmekte. Troponin-T immiin boyama; 40x.

Tablo 4. 7. Gruplarin troponin-T immiinreaktivite siddeti (AO+SS).

aKontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p<0.05).
gru
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Sekil 4.25. Gruplarin troponin-T 1mmunreakt1v1te siddeti. ®Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p<<0.05).
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4.2.1.4. Desmin

Uzun eksenlerine paralel diizlemde incelenen kardiyomiyositlerde, desmin
immiinreaktivitesi, enine ¢izgilenmelerde ve interkalat disklerde belirgin olarak
gozlendi (Sekil 4.26-30). Gruplar arasinda en yiiksek desmin immiinreaktivite siddeti,
kontrol grubunda tespit edildi. DDVPA grubunda, immiinreaktivite siddetinde azalma
gozlenmekle birlikte, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Diger
yandan, YDVPA grubunda, desmin immiinrektivitesinde belirgin bir azalma oldugu ve
bu azalmanin hem kontrol hem de DDVPA grubuna gore anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.001). En diisiik immiinreaktivite siddeti, LMT uygulanan gruplarda izlendi.
DDLMT ve YDLMT gruplarinda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, desmin
immiinreaktivitesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.001);
bununla birlikte bu iki grubun benzer immiinreaktivite siddetine sahip oldugu saptandi

(p>0.05). Gruplarin desmin immiinreaktivite siddeti tablo 4.8 ve sekil 4.31°da verildi.

Sekil 4.26. Kontrol grubu; kardiyomiyositlerin uzun eksenine paralel diizlemde Z disklerinde ve
interkalat disklerde kahverengimsi olarak izlenen desmin immiinreaktivitesi. Ok baglar1 interkalat
disklerdeki desmin immiinreaktivitesine isaret ediyor. Desmin immiinboyama; 40x.

45



Sekil 4.27. DDVPA grubu; desmin immiinreaktivitesinin kontrol grubuna benzer oldugu
izlenmekte. Ok baglar1 interkalat disklerdeki desmin immiinreaktivitesine igaret ediyor. Desmin
immiinboyama; 40x.

5 ~ 3 : 1  at h e

Sekil 4.28. YDVPA grub; desmin immﬁnreaktivitesnn,

kontrol ve DDVPA grubuna goére
belirgin sekilde azaldig1 dikkat cekmekte. Ok baglar1 interkalat disklerdeki desmin immiinreaktivitesine
isaret ediyor. Desmin immiinboyama; 40x.
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Sekil 4.29. DDLMT rubu; desmin immiinreaktivitesinin, kontrol ve DDVPA gruplaria gore
belirgin olarak azaldig: dikkat cekmekte. Ok baglar1 interkalat disklerdeki desmin immiinreaktivitesine
isaret ediyor. Desmin immiinboyama; 40x.

S LT ¥ B iy TR s T el
Sekil 4.30. YDLMT grubu; desmin immiinreaktivitesinin, kontrol ve YDVPA gruplarina gore
belirgin sekilde azaldig1 dikkati ¢ekmekte. Ok baglar interkalat disklerdeki desmin immiinreaktivitesine

isaret ediyor. Desmin immiinboyama; 40x.
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Tablo 4. 8. Gruplarin desmin immiinreaktivite siddeti (AO=SS).

Gruplar Desmin immiinreaktivitesi (%)
Kontrol 3.59+1.27

DDVPA 3.04+1.31

YDVPA 1.84+0.92% P

DDLMT 1.33+0.87%°

YDLMT 1.03+0.76* ¢

8K ontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p<0.001).
PDDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml azalis (p<0.001).
°YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p<0.001).

QO = N W s v O
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Sekil 4.31. Gruplarin desmin immiinreaktivite slddetl. aKontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (p<0.05).> DDVPA grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli azalig (p<0.001). © YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml azalis (p<0.001).

4.2.1.5. Konneksin-43

Kardiyomiyositlerin uzun eksenine paralel olan diizlemde, baslica interkalat
disklerde izlenen konneksin-43 immiinreaktivitesinin (Sekil 4.32-36), DDVPA ve
YDVPA gruplarinda azaldigi ve bu azalmanin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
anlamli oldugu tespit edildi (p<0.001). Ote yandan, konneksin-43 immiinreaktivite
siddeti DDVPA ve YDVPA gruplarinda benzer olup (p>0.05), bu gruplarda izlenen
immiinreaktivite siddetindeki azalmanin doz bagimli olmadig tespit edildi. DDLMT ve
YDLMT gruplarinda ise konneksin-43 immiinreaktivite siddetinin kontrol grubuna
benzer oldugu gozlendi (p>0.05). Gruplarin konneksin-43 immiinreaktivite yiizdeleri

tablo 4.9 ve sekil 4.37°de verildi.
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Sekil 4. 32 Kontrol grubu mterkalat dlsklerde kahvereng|m3| olarak izlenen konneksin-43
immiinreaktivitesi (ok baglari). Konneksin-43 immiin boyama; 40x.

Sekil 4. 33 DDVPA gru bU konnek3|n-43 1mmunreakt1v1tes1n1n Kontrol grubuna gore belirgin
sekilde azaldig1 dikkati gekmekte (ok baglart). Konneksin-43 immiin boyama; 40x.
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Sekil 4.34. YDVPA grubu; DDVPA grubuna benzer sekilde, azalmis konneksin-43

immiinreaktivitesi izlenmekte (ok baslar1). Konneksin-43 immiin boyama; 40x.

o
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izlenmekte (ok baglari). Konneksin-43 immiin boyama; 40x.

konneksin-43 immiinreaktivitesinin kontrol gfubuna benzer oldugu
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Sekil 4.36. YDLMT grubu, konneksm 43 immiinreaktivitesinin DDLMT grubuna benzer oldugu
izlenmekte (ok baglar1). Konneksin-43 immiin boyama; 40x.

Tablo 4. 9. Gruplarin konneksin-43 immiinreaktivite siddeti (AO=SS).

@Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p<0.001).
®DDLMT grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlaml azalis (p<0.001).
S YDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (p<0.001).

12
10

© N kb O ®

KONTROL DDVPA DDLMT

Sekil 4.37.

Gruplarin konneksin-43 immiinreaktivite siddeti. *Kontrol grubu ile

karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (p<0.001). ? DDLMT grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli azalig (p<<0.001). © YDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli azalis (p<0.001).

51



4.2.2. Damar

4.2.2.1. Damar Duvarmmin Genel Morfolojisi

Kontrol grubuna ait kesitlerde, damar duvari normal histolojik goriiniimde
izlendi. Konsantrik yerlesimli elastik lameller arasinda yer alan diiz kas hiicreleri,
eozinofilik sitoplazmalar1 ve hafif heterokromatik niikleuslar: ile ayirt edildi. DDVPA
ile DDLMT ve YDLMT gruplarinda, damar duvarmin kontrol grubuna benzer
goriinimde oldugu izlendi (p>0.05). YDVPA grubunda ise tiim deney gruplarindan
farkl1 olarak, diiz kas hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler dikkat ¢ekti (p<0.001) (Sekil
4.38 ve 4.42). Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuglari tablo 4.10°da verildi.
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Sekil 4.39. DDVPA grubu; damar duvarimin kontrol grubuna benzer goriiniimde oldugu
izlenmekte. H-E; 40x.

4' 2 A‘,,l
Sekil 4.40. YDVPA grubu; diiz kas hiicrelerinde belirgin dejeneratif degisiklikler dikkati
¢ekmekte. H-E; 40x.
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Sekil 4.42. YDLMT grubu; damar duvarmin gériiniimiiniin DDLMT grubuna benzer oldugu
izlenmekte. H-E; 40x.
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Tablo 4. 10. Damar duvarmn histopatolojik degerlendirme sonuclar:
(Med (Min-Mak)).

Gruplar Vaskiiler kas hiicresi dejenerasyonu
Kontrol 0.0 (0.0-1.0)

DDVPA 0.0 (0.0-1.0)

YDVPA 0.0 (0.0-2.0)* ¢

DDLMT 0.0 (0.0-1.0)

YDLMT 0.0 (0.0-1.0)

@K ontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<<0.001).
®DDVPA grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001).
YDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001).

4.2.2.2. Kaspaz-3

Damar diiz kas hiicrelerinde izlenen kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti (Sekil
4.43-47), DDVPA, YDVPA, DDLMT gruplarinda, kontrol grubuna benzer bulunurken
(p>0.05); YDLMT grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiksek bulundu (p<0.001). YDLMT grubunda izlenen kaspaz-3 immiinreaktivite
siddetinin, DDLMT grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli sekilde ytliksek oldugu
tespit edildi (p<0.001). Gruplarin kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti tablo 4.11 ve sekil
4.48°de verildi.

Sekil 4.43. Kontrol grubu; vaskiiler kas hiicrelerinin sitoplazmasinda kahverengimsi olarak izlenen
kaspaz-3 immiinreaktivitesi (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.
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Sekil 4.44. DDVPA grubu; kaspaz -3 1mmunreakt1v1tesm1n kontrol grubuna benzer oldugu
izlenmekte (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.

Sekil 4.45. YDVPA grubu kaspaz -3 1mmunreakt1v1tes1n1n DDVPA grubuna benzer oldugu
izlenmekte (oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.
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Sekil 4.46. DDLMT grubus; kontrol grubuna benzer kaspaz-3 immiinreaktivitesi izlenmekte
(oklar). Kaspaz-3 immiin boyama; 40x.

Sekil 4.47. YDLMT grubu; artmis kaspaz-3 immiinreaktivitesi dikkati cekmekte (oklar). Kaspaz-3
immiin boyama; 40x.
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Tablo 4. 11. Gruplarin kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti (AO+SS).

@K ontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.001).
®DDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001).
“YDVPA grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<0.001).
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Sekil 4.48. Gruplarin kaspaz-3 immiinreaktivite siddeti. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001). °PDDLMT grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001). “YDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlr artig (p<0.001).

4.2.2.3. a-SMA

Damar diiz kas hiicrelerinde izlenen a-SMA immiinreaktivitesi (Sekil 4.49-53),
DDVPA grubunda, kontrol grubuna benzer bulunurken (p>0.05); YDVPA grubunda,
hem kontrol grubu hem de DDVPA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0.001). Diger yandan, DDLMT ve YDLMT gruplarinda izlenen a-
SMA immiinreaktivitesinin, kontrol grubuna benzer oldugu gézlendi (p>0.05).Gruplarin
a-SMA immiinreaktivite siddeti tablo 4.12 ve sekil 4.54°te verildi.
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A grubu; o-SMA immiinreaktivitesinin kontrol grubuna benzer oldugu
izlenmekte. a-SMA immiin boyama; 40x.

£

Sekil 4.50. DDVP

59



ey A L)
Sekil 4.51. YDVPA grubu;, a-SMA immiinreaktivitesinde belirgin bir artisin oldugu dikkati
¢ekmekte. 0-SMA immiin boyama; 40x.

Sekil 4.52. DDLMT grubu; kontrol grubuna benzer a-SMA immiinreaktivitesi izlenmekte. a-SMA
immiin boyama; 40x.
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SMA immiin boyama; 40x.

Tablo 4. 12. Gruplarin o-SMA immiinreaktivite siddeti (AO+SS).

@K ontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<<0.001).
®DDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001).
YYDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p<<0.001).

35 A
30
25

20: i i i i i

KONTROL DDVPA YDVPA DDLMT YDLMT

Sekil 4.54. Gruplarin a-SMA immiinreaktivite siddeti. *Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.001). PDDVPA grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml artis (p<0.001).° YDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli artig (p<0.001).
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. MDA Seviyesi

Kalp dokusunda; DDVPA grubunda olgiilen MDA seviyesi kontrol grubuna
benzer bulunurken (p>0.05); YDVPA grubunda o6lgiilen MDA seviyesinin kontrol ve
DDVPA gruplarina gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Benzer
sekilde, DDLMT grubunda, MDA seviyesinin kontrol grubuna benzer oldugu (p>0.05);
YDLMT grubunda, MDA seviyesinin kontrol ve DDLMT gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Damar dokusunda, MDA
seviyesinin tiim gruplarda istatistiksel olarak benzer oldugu tespit edildi (p>0.05).
Gruplarin kalp ve damar dokusu MDA seviyeleri tablo 4.13te verildi.

Tablo 4. 13. Gruplarin MDA seviyeleri (Med (Min-Mak)).

Gruplar Kalp (nmol/mg) Damar (nmol/mg)
Kontrol 1.44 (1.07-1.50) 5.61 (4.83-6.57)
DDVPA 1.58 (1.23-1.76) 5.18 (4.45-7.32)
YDVPA 2.36 (1.88-2.91)*"° 4.86 (4.77-5.78)
DDLMT 1.35(1.13-1.83) 5.14 (4.51-8.12)
YDLMT 1.95(1.48-2.33)*¢ 5.57 (3.28-7.98)

#Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).
®DDVPA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p=0.001).
¢ DDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p=0.019).

4.3.2. tGSH Seviyesi

Kalp dokusunda; DDVPA ve DDLMT gruplarinda 6lgiilen tGSH seviyesinin,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit
edildi (p<0.05). Diger yandan, YDVPA ve YDLMT gruplarinda olgiilen tGSH
seviyelerinin kontrol grubuna benzer oldugu saptandi. Ancak, YDVPA grubu tGSH
seviyesinin DDVPA grubundan; YDLMT grubu tGSH seviyesinin DDLMT grubundan
belirgin sekilde diisiik oldugu dikkat ¢ekti (p<0.05)

Damar dokusunda; VPA uygulanan gruplarda 6lgiilen tGSH seviyesinin, kontrol
grubuna gore hafif diizeyde arttigi ancak bu artisin anlamli olmadigi tespit edildi
(p>0.05). LMT uygulanan gruplarda olgiilen tGSH seviyesinin, kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu saptandi
(p<0.05). Diger yandan, YDLMT grubunda 6l¢iilen tGSH seviyesinin DDLMT grubuna
gore hafif diizeyde yiiksek oldugu, ancak gruplar arasinda istatistiksel bir farkin
olmadigi bulundu (p>0.05). Gruplarin kalp ve damar dokusu tGSH seviyeleri tablo
4.14’te verildi.

Tablo 4. 14. Gruplarin tGSH seviyesi (Med (Min-Mak)).

4K ontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05).
®DDVPA grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (p=0.015).
°DDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalig (p=0.002).
4YDVPA grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p=0.046).

4.3.3. Troponin Seviyesi

Serum troponin seviyesinin DDVPA ve YDVPA gruplarinda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p=0.003). Ancak, troponin
seviyesindeki bu ylikselmenin doz bagimli olmayip, DDVPA ve YDVPA gruplarinda
benzer oldugu gozlendi (p>0.05). Diger yandan, DDLMT ve YDLMT gruplarinda
Olciilen troponin seviyesinin kontrol grubu ile benzer oldugu saptandi (p>0.05).

Gruplarin kalp ve damar dokusuna ait serum troponin seviyeleri tablo 4.15’te verildi.

Tablo 4. 15. Gruplarin serum troponin seviyeleri (Med (Min-Mak)).

@K ontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (p=0.003).
PYDLMT grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p=0.003).
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5. TARTISMA

Epilepsi, spontan nobetlerle karakterize, en yaygin kronik norolojik
bozukluklardan biridir (113). Bazi epilepsi olgulari hemen ¢oziimlenebilir olsa da (2),
epileptik hastalarin ¢ogunda tekrarlayan nobetlerin riskini ve sonuglarini azaltmak igin
AET’lerle diizenli ve uzun siireli tedavi gereklidir (114). Uzun siireli AEI tedavisinin ise
cok ¢esitli kronik yan etkilerle iliskili oldugu bilinmektedir (42, 48, 115).
Kardiyovaskiiler risk faktorlerindeki artis da, AEI’lerin 6nemli yan etkilerinden birisidir
(19, 64). AEI tedavisi sirasinda ortaya cikan bu riskler ilag se¢imini etkiler ve ilag
tedavisinin basarisini sinirlar (116).

Bu ¢alismada, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ve etki spektrumu genis olan
AEl’lerden VPA ve LMT nin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri deneysel olarak
aragtirildi. Calismada, deneysel modellerde her iki ilacin antiepileptik etkinligi
gosterilmis diisiik doz ile (20, 21) ¢esitli organlar lizerinde toksik etkileri bildirilmis
yiiksek dozlarmin (22, 23) etkileri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Ilaglarin uygulamasina baglh
olarak hemodinamik (kalp hizi, kan basinci, EKG) ve oksidatif stres (MDA ve tGSH
seviyeleri) parametreleri ile birlikte histopatolojik parametreler {izerinden de
degerlendirme yapildi. Ayrica kalp kasi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde cesitli
proteinlerin ekspresyon seviyeleri immiinohistokimyasal boyamalar ile semikantitatif
olarak olguldii.

Eski nesil bir AEI olan VPA, yaklasik elli yildir epilepsi tedavisinde oldukca
etkili bulunan AEI’dir (114). Etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlasiimamis olsa
da, ana etkileri VKIK blokaji, artmis GABAerjik transmisyon, eksitatdr amino asitlerin
salinmminin ve/veya etKilerinin azaltilmasidir (79-81). 1994’ten beri kullanim igin
onaylanmis LMT (27) ise yeni nesil bir AED’dir. Temel etkilerini, VPA’ya benzer
sekilde, sodyum kanallar1 basta olmak iizere ¢esitli VKIK’leri bloke ederek gosterir.
Ayrica, glutamat salimimini azaltarak nobet aktivitesini engelleyen bir etki
mekanizmasina da sahiptir (88).

VPA ve LMT’nin kardiyovaskiiler sistem lizerine etkilerini bildiren az sayida
literatiir galismas1 mevcuttur. VPA’nin kardiyovaskiiler sistem {iizerine olan etkileri,
hepatik enzim sistemi fiizerinden glikoz ve lipid metobolizmasini degistirerek
kardiyovaskiiler risk profilini artirdigr yoniindedir (114, 117-121). Ancak, temel

etkilerini VKIK’ler iizerinden gdsteren bu her iki ilacin da, iyon kanal aktiviteleri
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tizerinde olusturdugu degisikliklere bagli olarak hiicrelerde iyon hemostazini
etkileyebilecekleri ve bu yolla kardiyovaskiiler sistem i¢in &nemli bir risk faktorii
olabilecekleri diisiiniilebilir. Nitekim, yapilan bir g¢alismada, LMT’nin kalp ritim
degiskenliginin dinamiklerini ve miyokardiyumda iskemi gelisim kosullarini etkiledigi,
bunun nedeninin de ¢ok gii¢lii bir sodyum kanal blokdrii olmasindan kaynaklandigi ileri
stiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada VPA’nin da benzer bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(63).

VKIK’ler, membranlar boyunca iyonik bir akim iiretmek icin sinerjik olarak
hareket ederek kardiyak aksiyon potansiyelinin iiretilmesi ve yayilmasinda temel bir rol
oynar. Anormal kardiyak VKIK aktiviteleri, genellikle kardiyomiyositlerin elektriksel
aktivitesinin koordineli yayiliminin bozulmasiyla iliskilidir ve buna bagl olarak cesitli
ritim bozuklugu rahatsizliklar1 ve kalp hastaliklar ortaya ¢ikabilir (122) Ani kardiyak
oliim riskleri ile iliskili oldugu ileri siiriilen birgok AEI (123, 124), VKIK aktivitesini
degistirir (124). Bununla birlikte, AEI’lerin EKG &l¢iimlerindeki degisikliklerle ve
aritmi riskiyle iliskili olup olmadigi konusunda net bir fikir birligi yoktur (125, 126).

Calismamizda VPA ve LMT’nin kardiyak fonksiyonlar {izerine etkisi EKG
Olgiimleri ile degerlendirildi. Elde edilen verilere gére, DDVPA, YDVPA ve DDLMT
uygulamalar1 kardiyak parametreler tizerinde belirgin bir etki géstermezken, YDLMT
uygulamasi ile QT interval siiresi, T dalga negatifligi ve kalp hizinin diger tiim deney
gruplarindan belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit edildi. Calismamizin bu sonucu ile
uyumlu olarak, Strimel WJ ve arkadaslar1 da vaka raporlarinda, yiiksek dozda LMT
tedavisi (glinde iki kez 275 mg LMT) alan kadin bir hastanin anormal EKG degerleri
gosterdigi ve QT mesafesinde uzama oldugunu bildirmiglerdir (127). Bir diger vaka
sunumunda, toksik dozlarda alinan LMT’ nin QT intervalinde uzamaya neden oldugu ve
tasikardi olusturdugu rapor edilmistir (128). QT interval siiresi, ventrikiiler
kardiyomiyositlerin depolarizasyon ve repolarizasyonu i¢in gegen toplam siirenin bir
belirtisi olmakla beraber bu siiredeki artis, repolarizasyon fazindaki uzama ile iligkilidir
(129). Oliimciil ventrikiiler aritmilere yol acabilen uzamis QT mesafesi ise
kardiyovaskiiler riskleri tanimlayan en onemli kardiyak parametrelerden biridir (130,
131). Ventrikiiler repolarizasyonu yansitan bir diger parametre T dalgasidir. T
dalgasindaki anormallikler de kardiyak riskleri gosteren onemli bir parametredir.
Arastirmacilar kardiyak repolarizasyon uzamasmin, LMT’nin K* akimi {izerindeki
inhibisyon etkileri ile iliskili olabilecegini ileri siirmislerdir. Danielsson BR ile Huang

CW ve arkadaglar1 in vitro ortamda LMT’nin K* akimini inhibe ettigini gostermiglerdir
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(132). Bilindigi tizere, kardiyak repolarizasyon K* kanallar1 ile kontrol edilir (132, 133)
ve K* akiminin inhibisyonu ise teorik olarak QT uzamasina yol agabilir (128). YDLMT
grubunda cok sayida sicanda izlenen T dalga negatifiligin de benzer sekilde LMT nin
K* akimi tizerindeki inhibitor etkileri ile iligkili olabilecegi diisiiniilebilir. YDLMT
grubunda, kan basicinda da, diger gruplarla karsilastirildigina, belirgin bir artig tespit
edildi. Elde ettigimiz bu sonug, yiiksek dozlardaki LMT nin hipertansif bir etkiye sahip
olabilecegini ve hipertansif hastalarda kullanilirken dikkat edilmesi gerektigini
gostermektedir.

Calismamizda VPA ve LMT uygulamalarinin, apoptoz (programli hiicre 6liimii)
tizerine etkileri de arastirildi. Normal biyolojik siireglerde ve cesitli hastaliklarin
patogenezinde rol alan apoptozun (134, 135), ateroskleroz, miyokardiyal iskemi ve
reperfiizyon hasari, diyabetik kardiyomiyopati ve kronik kalp yetmezligi dahil olmak
tizere kardiyovaskiiler sistemin birgok farkli hastaliginda da 6nemli bir role sahip
oldugu bildirilmistir (136-138). Apoptoz, kaspaz ailesi proteazlarinin aracilik ettigi
kompleks bir siirectir ve bu siiregte kaspaz-3, hiicre 6liimiiniin baslatilmasinda 6nemli
fonksiyonlara sahiptir (139, 140). Kalp yetmezligi modeli olusturulan deney
hayvanlarinda apoptoz ile birlikte kaspaz-3 ekspresyonunda da artis oldugu rapor
edilmistir (141, 142). Narula J ve arkadaslar1 da iskemik ve idiyopatik dilate
kardiyomiyopati nedeniyle kalp transplantasyonu yapilan hastalardan elde edilen
eksplante kalp dokularinda yiiksek diizeyde kaspaz-3 aktivasyonunun oldugunu rapor
etmislerdir (136).

Calismamizda VPA uygulamasina bagl olarak, miyokardiyal dokuda kaspaz-3
immiinreaktivite siddetinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlamli derecede
arttig1 tespit edildi. Bu artigin, doz bagimli oldugu ve YDVPA grubunda, kaspaz-3
immiinreaktivitesinin DDVPA grubuna gére daha siddetli oldugu dikkat gekti. Ote
yandan, vaskiiler dokudaki kaspaz-3 immiinreaktivitesinin, YDVPA grubunda hafif
diizeyde arttig1, ancak bu artisin anlamli olmadigi izlendi. Diisiik ve yiiksek doz LMT
uygulamalarinin, VPA uygulamalarina kiyasla, miyokardiyal dokuda, ¢ok daha siddetli
kaspaz-3 immiinreaktivitesine neden oldugu gozlendi. Diger yandan, YDLMT grubunda
izlenen immiinreaktivite siddetinin DDLMT grubuna gore yiiksek oldugu, ancak gruplar
arasindaki farkin anlamli olmadig1 tespit edildi. Vaskiiler dokudaki kaspaz-3
immiinreaktivitesinin, YDLMT grubunda, diger tiim gruplardan belirgin sekilde ytliksek

oldugu izlendi.
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Cesitli farmakolojik ajanlarin molekiiler hedefleri olan VKIK’ler (30) sinyal
iyonlarinin akigin1 saglayarak, sitoplazma/organel i¢i iyon konsantrasyonlarini
diizenleyerek, hiicre hacmini kontrol ederek ve membran potansiyelini koruyarak,
apoptoz dahil bir dizi hiicresel islemin temel diizenleyicileridir (143, 144). Daha once
de belirtildigi gibi, VPA ve LMT de dahil olmak iizere AEI’lerin bircogunun temel etki
mekanizmalarindan biri VKIK modiilasyonudur (28, 29, 145). AEI aracili VKIK
modiilasyonu, hiicre i¢i iyon homeostazini degistirebilir. Cesitli fizyolojik iyonlarin
hiicresel homeostazindaki degisikliklerin ise apoptotik kaskatin baslatilmasinda uyarici
etkiye sahip olabilecegi rapor edilmistir (146, 147). Bu nedenle, VPA ve LMT
uygulamalarina bagli olarak gozlenen kaspaz-3 ekspresyonundaki artigin, hiicrelerde
olusabilecek iyon hemostazindaki degisikliklerle ilgili olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda miyokardiyal hasarin tespiti i¢in ¢esitli immiinohistokimyasal
belirtecler kullanildi. Bunlardan desmin, kardiyomiyosit hiicre iskeletinin ana bileseni
olup, kardiyomiyositlerde yapisal, mekanik ve diizenleyici rolleri olan bir intermediyer
filament proteinidir (148-150). Desmin, sarkolemmadan niikleer ve mitokondriyal
membrana kadar uzanan destekleyici bir kafes olusturarak bu organellerin
lokalizasyonunu ve islevini etkiler. Miyofibrilleri Z disk seviyesinde sarkolemmaya
baglayarak, mekanik kuvvetleri Z disklerinden bazal laminaya aktaran bu protein, ayni
zamanda desmozomal bolgelerde de kardiyomiyositler arasinda mekanik baglant1 saglar
(149, 151). Bu yoniiyle desmin, sistolik kontraksiyonu gii¢lendirir ve diyastolik
fonksiyon igin de dnemli bir role sahiptir (149, 152).

Desmin ekspresyonundaki degisikliklerin (hem artis hem de azalmalar) kalp
patolojisi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Calismamizda da VPA ve LMT
uygulamalarina bagli olarak desmin immiinreaktivitesinde degisiklikler izlendi.
DDVPA uygulamasimin, desmin immiinreaktivite siddetini hafif diizeyde azalttigi,
ancak bu azalmanin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olmadig: tespit edildi.
YDVPA uygulamasinin ise hem kontrol hem de DDVPA grubuna gére immiinreaktivite
siddetini anlamli derecede azalttigi gozlendi. Diger yandan, DDLMT ve YDLMT
uygulamalarinin, kontrol grubuna gore, desmin immiinreaktivite siddetini belirgin
sekilde azalttig1 saptandi. YDLMT grubunda olgiilen immiinreaktivite siddeti daha
diisik olmakla beraber, DDLMT ve YDLMT gruplar arasindaki fark anlamh
bulunmadi.

Kardiyomiyositlerde desmin ekspresyonunun eksikligi veya azalmasi, bu

hiicrelerin yapilarini ve islevlerini bozarak kalp yetmezligine neden olabilir (153, 154).
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Desmin nakavt fareler iizerinde yapilan bircok deneysel caligmada, bu farelerin
kardiyomiyositlerinde ¢ok sayida ultrastriiktiirel defekt izlenmistir. Bu yapisal
anormallikler, miyofibrillerin lateral hizalanmasinin kaybi, myofibril ile sarkomlemma
arasindaki baglantinin bozulmasi, anormal mitokondriyal organizasyon ve fonksiyon,
niikleer sekil kaybi ve lokalizasyonun bozulmasimi igermektedir. Miyofibrillerin
entegrasyonu ve diizgilin ¢aligsmasi i¢in gerekli olan sinyalizasyon siirecinin bozulmasina
sebep olan bu dejeneratif degisiklikler, kardiyomiyosit giicliniin kayb1 ile
sonug¢lanmaktadir (154, 155). Desmin nakavt farclerde olusan sistolik disfonksiyonun,
hiicre 6liimii ile birlikte gelisen hiicresel adaptasyondan kaynaklandigi bildirilmistir
(153). Calismamizda da desmin immiinreaktivite siddetindeki azalma ile kaspaz-3
immiinreaktivite siddetindeki artis arasinda negatif bir korelasyon oldugu tespit edildi.
Elde edilen bu sonug, programli hiicre Slimiiniin mevcut desmin proteinlerinin
pargalanmasina neden olabilecegini diistindiirmektedir (155).

Miyokardiyal hasarin tespiti i¢in kullanilan bir diger belirte¢ troponin-T’dir.
Kardiyak kas ince filamanlarinin bir bileseni olan troponin-T, troponin | ve C ile birlikte
bir kompleks olusturur. Troponin-T, bu kompleksin aktin filaman iizerinde
sabitlenmesinde, kompleks icindeki alt birimlerin organize olmasinda ve ayrica
kontraksiyonun diizenlenmesinde ana rolii oynar. Kardiyak troponin-T’nin,
miyokardiyal hasarin belirlenmesinde yiiksek derecede duyarli ve spesifik bir belirteg
oldugu gosterilmistir (156-158). Fishbein MC ve arkadaslart miyokardiyal enfarktiis
olusturduklar1 deneysel ¢aligmalarinda, miyokardiyal dokudaki troponin kaybina
karsilik serumda troponin seviyesinin yiikseldigini bildirmislerdir (159). Benzer sekilde,
Herman EH ve arkadaslar1 kardiyotoksik etkiye sahip doksorobusin uygulamasina bagl
olarak gelisen miyokardiyal hasarin siddetiyle dokudaki troponin-T kaybi arasinda
pozitif korelasyon oldugunu rapor etmislerdir (160).

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, LMT uygulamas: ile hem
doku hem de serumdaki troponin-T seviyelerinde bir degisiklik izlenmezken; diisiik ve
yiiksek doz VPA uygulamasinin troponin-T immiinreaktivite siddetinde, belirgin bir
azalmaya neden oldugu izlendi. VPA’nin troponin-T {izerindeki etkisinin doz bagiml
olmadigi, DDVPA ve YDVPA’nin benzer etki gosterdigi tespit edildi. Bu sonug ile
uyumlu olarak, bu gruplara ait serum 6rneklerinde de troponin-T seviyesinde anlaml
bir artisin oldugu gozlendi.

Kardiyak troponinlerin nekrotik kardiyomiyositlerden serbestlenerek serum

konsantrasyonunda bir artisa neden oldugu bilinmektedir. Onceki ¢alismalarda periferik
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kanda troponinlerin varliginin kardiyomiyosit nekrozu ile iliskili oldugu rapor edilmistir
(161, 162). Histopatolojik olarak VPA gruplarinda siddetli nekrotik bulgulara
rastlanmamis olmakla beraber, ¢alismamizda miyokardiyal dokuda izlenen troponin-T
immiinreaktivitesindeki azalma ve buna paralel olarak serumda troponin-T
seviyesindeki  artisin  kardiyomiyositlerde  olusan  nekrotik  degisikliklerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Bollino D ve arkadaslari in vitro g¢alismalarinda
VPA’nin atipik bir kalpain bagimli nekroptoz yoluyla hiicre 6liimiine katkida bulunan
bir kaskadi indiikledigini bildirmislerdir (163). Nekroptoz reseptor etkilesimli kinaz
3'lin aktivasyonuna bagli olarak gelisen programlanmig bir nekroz seklidir. Hiicre
Oliimiinin bu formu, apoptozdan farkli olarak, membran riiptiirinii ve sitoplazmik
iceriklerin salinmasini igerir (164). Arastirmacilar VPA’nin nekroptotik etkilerinin,
histon deasetilaz enzim inhibitorii olarak fonksiyon gdstermesinden kaynaklandigini
ileri stirmiiglerdir (163) Literatiirde histon deasetilaz enzim inhibitorlerinin nekrotik
hiicre 6liimii tizerindeki etkisi hakkinda az sayida rapor bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda
histon deasetilaz enzim inhibitorleri ile tedavi edilen malign tiimor hiicrelerinin, plazma
membran riiptiiriinii igeren nekrotik morfolojiye sahip oldugu gosterilmistir (165, 166).

Kalpte, gap junction olarak da adlandirilan oluklu baglantilarin temel proteini
konneksin-43, miyokardiyal iletim bozuklugunun tespitinde siklikla kullanilan
imminohistokimyasal  belirteglerden  biridir (167, 168). Genellikle komsu
kardiyomiyositlerin interkalat disklerinde gozlenen oluklu baglantilar, uyart iletiminde
onemli bir rol oynar (169). Bu baglantilar, transmembran proteinler olan konneksinler
tarafindan olusturulur. Konneksin-43 ise, oluklu baglantilarin ana proteini olup,
iyonlarin ve kiiclik molekiillerin hiicreler arasi translokasyonunu kritik olarak
diizenleyen ve 6zellikle kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iletimden sorumlu olan
baskin konneksindir (170). Calismamizda, VPA uygulanan gruplarda konneksin-43
immiinreaktivite siddetinde belirgin bir azalmanin oldugu ve bu azalmanin doza bagimli
olmayip DDVPA ve YDVPA gruplarinda benzer diizeyde oldugu tespit edildi. Deneysel
ve klinik bulgular, konneksin-43'in miktar1 ve dagilimindaki degisikliklerin, gesitli
kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligkili oldugunu gostermistir (167, 168, 171).

Birgok ¢alismada, Kardiyak aksiyon potansiyelinin yayilmasinda konneksin-43
ekspresyonunun Onemine vurgu yapilarak, bu proteinin eksprese edilmemesi
durumunda, normal kardiyak iletimin bozulacagina ve oliimciil aritmilerin ortaya
cikabilecegine dikkat cekilmistir (168, 172). Dupont E ve arkadaslari, kontraktil
disfonksiyon ve yiiksek aritmi riskiyle iliskili olan konjestif kalp yetmezlikli hastalarin
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eksplant kalp dokularinda, kardiyak konneksinlerin mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerini 0lgmiisler ve bu kalp dokularinda konneksin-43’tin hem mRNA hem de
protein seviyesinde belirgin bir azalmanin oldugunu tespit etmislerdir (171). Sun JM ve
arkadaglar1 da isoproteronol ile olusturulan hipertrofik kalp modelinde, konneksin-43
ekspresyonunun anlamli sekilde azaldigimi bildirmislerdir (167). Bununla birlikte,
calismamizda konneksin-43 immiinreaktivite siddetinin azaldigi VPA gruplarinda,
hemodinamik parametreler ve kardiyak aritmi insidans1 yoniinden anlamli bir degisiklik
izlenmedi. Van Rijen HV ve arkadaslari, konneksin-43 ekspresyonunda yaklasik
%90'l1ik bir azalmanin, iletim hizinda yaklasik % 50'lik bir diisiise neden oldugunu rapor
etmislerdir (173). Bu durum, VPA gruplarinda izlenen konneksin-43 ekspresyonundaki
azalmanin, aritmi olusturacak diizeyde bir etki olusturmadig: seklinde diisiintilebilir.

Calismamizda ayrica VPA ve LMT’nin damar duvar iizerine etkileri a-SMA
immiinreaktivite siddeti yOniinden degerlendirildi. o-SMA, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde eksprese edilen, vaskiiler hareketlilik ve kasilmaya katkida bulunan bir
proteindir (174). Baz1 galismalarda, bu proteinin yaralanma ve hasar durumlarinda
ekspresyon seviyesinde artis oldugu rapor edilmistir (175, 176). Calismamizda,
DDVPA, DDLMT ve YDLMT gruplarinda dlgiilen a-SMA immiinreaktivite siddetinin
kontrol grubuna benzer oldugu; ancak YDVPA grubunda o-SMA immiinreaktivite
siddetinin, diger tim deney gruplarina gore, anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edildi. Bu sonu¢ ile uyumlu olarak YDVPA grubu icin yapilan histopatolojik
degerlendirmelerde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de belirgin dejeneratif degisiklikler
izlendi.

Calismalarda VPA’nin ateroskleroz gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmistir. El-
Farathy RM ile Chuang YC ve arkadaglari, en az iki yil boyunca uygulanan VPA
monoterapi tedavisinin, ateroskleroza yol acgabilecek vaskiiler risk belirteglerini
artirdigini rapor etmislerdir (177, 178). Bir enzim inhibitorii olarak da fonksiyon goren
VPA, Kkaracigerde, insililin metabolizmasini etkileyerek insiilinin ~ serumdaki
konsantrasyonunda artisa ve lipogenezin uyarilmasina neden olabilir (117). Artmis
insiilin, karacigerde daha yiiksek glukoz sekresyonuna neden olarak trigliserit ve ¢ok
diisiik yogunluklu lipoprotein iiretimini artirir. Bu durum da tip 2 diyabet, obezite,
metabolik sendrom ve ateroskleroz riskini artirir (179). VPA uygulamasina bagli olarak
serum karnitinin seviyesindeki azalma, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal b-

oksidasyonunu inhibe ederek, serbest yag asitlerinin artmasiyla sonuglanir, bu da insiilin
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direnci, viicut agirhig1 artis1 ve ateroskleroz i¢in bagka bir makul mekanizma saglar
(180, 181).

Giderek artan kanitlar, uzun siireli AEI tedavisinin, serbest radikal olusumunu
artirarak oksidatif strese yol actigimi gostermistir (182). Oksidatif stres, serbest
radikallerin liretimi ile antioksidan sistem arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasidir. Hiicresel aerobik metabolizmanin normal fizyolojik {irtinleri olan serbest
radikaller (oksidan), tiretimleri arttiginda veya viicudun savunma mekanizmalari
azaldiginda, DNA ve proteinlerin oksidatif hasar1 ile membran lipid peroksidasyonunu
iceren ¢esitli mekanizmalarla hiicresel hasara neden olmaktadir (182). Calismamizda
VPA ve LMT uygulamalarinin oksidatif stres iizerine etkileri MDA ve tGSH seviyeleri
olgtilerek degerlendirildi. Lipid peroksidasyonunun en 6nemli son iriinlerinden olan
MDA, oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir. GSH ise oksidatif strese kars1 hiicrenin
koruyucu mekanizmasinin 6nemli bir bilesenidir (183).

Calismamizin kalp dokularinda, YDVPA ve YDLMT gruplarinda 6lgiilen MDA
seviyesinin kontrol, DDVPA ve DDLMT gruplarina gore belirgin sekilde yiiksek
oldugu tespit edildi. Diger yandan, DDVPA ve DDLMT gruplarinda tGSH seviyesinin
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu; ancak YDVPA ve YDLMT uygulamalari ile tGSH
seviyesinin DDVPA ve DDLMT gruplarina gore belirgin olarak azaldig: tespit edildi.
Damar dokularinda ise, MDA seviyesi yoniinden gruplar arasinda bir farkin olmadigi,
ancak tGSH seviyesinin LMT gruplarinda belirgin sekilde yiiksek oldugu saptandi.

Calismamizin sonuglart ile uyumlu olarak, deneysel calismalarda, yiiksek
dozlardaki VPA’nin gesitli dokularda oksidatif stres olusturarak MDA seviyesini
artirdigr bildirilmistir. Emekli-Artufan E ve arkadaslari, 7 giin boyunca 500 mg/kg
uygulanan VPA’nin miyokardiyal dokuda MDA seviyesini artirarak oksidatif stres
olusturdugunu belirtmislerdir (184). Benzer sekilde, diger bazi arastirmacilar tarafindan
da 14 giin uygulanan 500 mg/kg VPA’nin renal ve hepatik dokularda MDA seviyesini
artirdi@i rapor edilmistir (22, 185). Diger yandan, diisiik dozlarda VPA’nin antioksidan
bir etkiye sahip oldugunu ileri siiren ¢aligmalar mevcuttur. Silva MR ve arkadaslari,
beyin iskemi modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda, 7 giin boyunca uyguladiklar diisiik
dozlardaki VPA’nin (25, 50, 100 mg/kg) MDA seviyesini diislirdiigii ve antioksidan bir
etki gosterdigini bildirmislerdir. Ancak bizim c¢alismamizda elde edilen diger bulgular
g0z Oniinde bulunduruldugunda, diisiik doz VPA uygulamasina bagl olarak artan tGSH
seviyesinin, hiicresel savunma mekanizmasinin artmasiyla iliskili oldugu diisiiniilebilir.

LMT’nin dokulardaki oksidatif stres tizerine etkilerini arastiran ¢calismalarda ise
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celiskili sonuglar elde edilmistir. Poorrostami ve arkadaglari tarafindan yapilan
calismada 28 giin boyunca 10 mg/kg LMT uygulamasinin karaciger dokusunda MDA
seviyesini artirdig1 rapor edilmistir (182). Eren I ve arkadaslar ise, kronik hafif stres
modeli ile beyinde olusturduklar1 oksidatif strese karsi, dort hafta boyunca uyguladiklari
10 mg/kg dozda LMT’nin yararl etkilerinin oldugunu; LMT uygulamasi ile lipid
peroksidasyon seviyesinin azaldigimi ve tGSH seviyesini arttigini rapor etmislerdir
(186). Diger yandan, Sarangi ve arkadaslar1 ise 45 giin siiresince uygulanan 50 mg/kg
dozda LMT nin beyin dokusundaki MDA ve tGSH seviyesinin kontrol grubuna benzer
oldugunu kaydetmislerdir (187). Bizim ¢alismamizda ise yukarida da belirtildigi gibi,
DDLMT uygulamasinin tGSH seviyesini; YDLMT uygulamasinin MDA seviyesini
artirdig tespit edildi. LMT gruplarindaki tiim bulgular dikkate alindiginda, DDLMT ye
karsi hiicresel savunmanin arttigi; buna karsin YDLMT’ye karsi ise hiicresel

savunmanin zayifladigi sonucuna varilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizdan elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde; VPA
ve LMT’nin hem diisiik hem de yiiksek dozlarinin, c¢esitli proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde degisiklikler olusturarak, oksidan-antioksidan dengesini bozarak
kardiyovaskiiler risk profilini artirabilecegi belirlenmistir.

Klinik uygulamaya giren yeni nesil yiiksek etkili bir ilag olan LMT, diisiik
dozlarda bile, 6zellikle kardiyomiyositlerde yiiksek diizeyde apoptotik degisikliklere yol
acarak kardiyak fonksiyonlar etkileyebilir.

Eski nesil bir ilag olmakla beraber, klinikte yaygin olarak kullanilan VPA da
apoptotik ve nekrotik degisiklikler ile miyokardiyal hasar olusturabilir. Ayrica,
konneksin-43 ekspresyonunda azalmaya yol acarak, hiicreler arasi uyari iletimini ve
buna bagli olarak kardiyak iletimi bozabilir. Viicutta metabolik degisikliklere neden
oldugu bildirilen VPA, ayn1 zamanda vaskiiler hasar1 da tetikleyebilir.

Epilepsi tedavisinin en énemli boliimiinii AEI tedavisi olusturmaktadir. Epilepsi
igin alternatif bir tedavi gelistirilmedigi siirece bu ilaglarla uzun siireli tedavi de, ne
yazik ki kagimnilmaz bir gercektir. Calismamizin ve onceki calismalarin sonuglar1 goz
Ontine alindiginda, bu ilaglarin Kilinik kullanim1 durumunda siklikla kardiyak fonksiyon
testleri yapilmali ve kardiyovaskiiler toksisitenin gelismesi durumunda ilaglar tedricen

geri ¢ekilmelidir.
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