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OZET

AMAC: Dantrolen sodyum, riyanodin reseptorlerine baglanan ve sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum salimini bloke eden dogrudan etkili iskelet kas1 gevseticisidir.
Malign hipertermi ve spastisite tedavisinde kullanilmaktadir. Santral sinir sistemi
tizerine yan etkileri bilinmektedir ancak son donemlerde Alzheimer gibi hastaliklarda
kullanilabilecegine dair yayinlar mevcuttur. Biz bu c¢alismamizla hali hazirda
literatiirde net olarak aydinlatilamamis olan dantrolen sodyumun depresyon,
anksiyete, 6grenme ve bellek iizerine etkilerinin olup olmadigini ortaya koymay1

amacladik.

YONTEM: Calisma Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
04/04/2018 tarihli onay1 alindiktan sonra 25-35 gram agirliginda 9 haftalik 220 adet
erkek BALBY/c cinsi fare kullanilarak gergeklestirildi. Davranis deneyleri SUDETAM
laboratuarinda ve hergiin aymi saatlerde (09:00-14.00) gerceklestirildi. Tiim deney
hayvanlar1 sadece bir tedavi grubu i¢in kullanildi. Davranis deneyleri dort yontem
olarak planlandi: zorunlu ylizme testi, yiilseltilmis art1 labirent testi, Morris su labirenti
testi ve pasif sakinma testi olarak sirayla yapildi. Tiim deney gruplar1 n=10 olarak
belirlendi ancak bu testlerden Once farelere lokomotor aktivite testi yapilarak
lokomosyon aktiviteleri yeterli olmayan fareler deney dis1 birakildi. Dantrolen sodyum

1,3 ve 9 mg/kg dozlarinda olmak iizere 3 farkli dozda uygulandi.

BULGULAR: Dantrolen sodyum zorunlu yilizme testi sonucunda ii¢ dozda da anlaml
antidepresan etki gostermedi. Yiikseltilmis arti labirent testinde ise li¢ dozda da
anksiyolitik etki gosterdi. Pasif sakinma ve Morris su labirenti testleri sonuglarinda
bellegi kontrol grubuna gore arttirmamakla birlikte skopolamin ile bozulmus bellegi

diizeltti.

SONUC: Bu ¢alisma ile dantrolen sodyumun lokomotor aktiviteyi bozmadan
anksiyolitik etki olusturdugunu ve bozulmus bellegi diizeltebilecegini tespit ettik. Bu
etkilerin riyanodin reseptdrlerinin blokaji, ndroprotektif ve sitoprotektif etkileri
sayesinde olmas1 muhtemeldir.

ANAHTAR KELIMELER : Dantrolen sodyum, fare, depresyon, anksiyete,
O6grenme ve bellek

viii



SUMMARY

AIM: Dantrolene sodium is a direct acting skeletal muscle relaxant that binds to
ryanodine receptors and blocks calcium release from the sarcoplasmic reticulum. It is
used in the treatment of malignant hyperthermia and spasticity. Side effects on the
central nervous system are known, but there have been recent reports that they can be
used in diseases such as Alzheimer's. In this study, we aimed to determine whether
dantrolene sodium, which has not been clarified in the literature, has effects on

depression, anxiety, learning and memory.

MATERIALS AND METHODS: After the approval of Sakarya University Animal
Experiments Local Ethics Committee dated 04/04/2018, 220 male BALB/c mice
weighing 25-35 grams were used for 9 weeks. Behavioral tests were performed in the
SUDETAM laboratory and at the same times every day (09:00-14.00). All
experimental animals were used only for one treatment group. Behavioral experiments
were planned as four methods: forced swimming test, elevated plus maze test, Morris
water maze test and passive avoidance test. All experimental groups were determined
as n=10, but before these tests, the mice were tested for locomotor activity and the
mice whose locomotion activities were not sufficient were excluded from the
experiment. Dantrolene sodium was administered in 3 different doses, 1,3 and 9

mg/kg.

RESULTS: Dantrolene sodium showed no significant antidepressive effect in all three
doses as a result of the forced swimming test. The elevated plus maze test showed
anxiolytic effect at all three doses. The results of passive avoidance and Morris water
maze tests did not increase the memory compared to the control group, but corrected

the memory disrupted with scopolamine.

CONCLUSION: In this study, we determined that dantrolene sodium had an
anxiolytic effect without impairing locomotor activity and could reverse impaired
memory. These effects are likely to be due to blockade of ryanodine receptors,

neuroprotective and cytoprotective effects.

KEY WORDS: Dantrolene sodium, mice, depression, anxiety, learning and memory



1. GIRIS VE AMAC

Dantrolen sodyum direkt etkili bir kas gevsetici ajandir. Portakal renkli, suda az
¢Oziinen bir ilactir, ancak hafif asitli dogasindan dolay1 ¢oziiniirliikk alkali ¢ozeltide
biraz artar. Izole edilmis sinir-kas preparatinda, dantrolen sodyumun, dogrudan kasin
kendisinde sinir-kas kavsaginin 6tesinde bir bolgede iskelet kasinin kasilma tepkisini
etkileyerek gevseme iirettigi gosterilmistir (Bannister 2012). Iskelet kasinda dantrolen
sodyum, muhtemelen sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimima miidahale
ederek kasilma-gevseme kaskadini ayristirir (Hopp, D’ Angelo ve ark. (2014). Bu etki,
yavas kas liflerinde daha belirgindir, ancak genellikle her ikisini de etkiler. Dantrolen
sodyumun insanlara agiz yoluyla verilmesinden sonra emilimi az ve yavag fakat
tutarlidir. Doza bagh kan seviyeleri elde edilir. Iskelet kas1 gevsemesinin siiresi ve
siddeti, dozaj ve kan seviyeleri ile ilgilidir. Yetiskinlerde dantrolen sodyumun
biyolojik yar1 omrii 8,7 saat kadardir (Muehlschlegel and Sims 2009). Insan
goniillilerinde dantrolen sodyumun eliminasyonunda spesifik metabolik yollar
kurulmustur. Metabolik kaliplar yetiskinlerde ve ¢ocuk hastalarda benzerdir.
Dantrolen sodyum muhtemelen karaciger enzimleri tarafindan metabolize
edildiginden, metabolizmasinin diger ilaglarla degistirilmesi miimkiindiir. Dantrolen
sodyum rutin olarak malign hipertermi ve hastaliklara bagh ¢izgili kas spazmlarinin

tedavisinde kullanilan bir ilagtir.

Merkezi sinir sistemi (MSS) etkisi, uyusukluk, bas donmesi ve zaman zaman goriilen
genellesmis gligsiizliik ile olusur. Dantrolen sodyumun yukarida belirtilen MSS
tizerine etkileri bilinmekle birlikte, diger etkileri ve bunun derecesi bilinmemektedir.
Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilabilecegine dair iddialar mevcuttur (Liang ve
Wei 2015). Biz bu ¢alismamizla hali hazirda literatiirde net olarak aydinlatilamamis
olan dantrolen sodyumun depresyon, anksiyete, 6grenme ve bellek {izerine etkilerinin

olup olmadigini ortaya koymay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. DANTROLEN SODYUM KULLANIM TARIHCESI

Dantrolen sodyum ilk olarak Snyder ve arkadaslari tarafindan 1967'de sentezlendi
(Snyder, Davis ve ark. 1967). Hayvanlarda intraven6z uygulamadan sonra iskelet kasi
gevsetici Ozelliklere sahip oldugu bulundu. Yeni bir kas gevsetici sinifi olarak onerilen
birgok hidantoin tiirevinden biri olarak tanimlandi. Calismalar, bu gevsetici
Ozelliklerin uyarma-kasilma kaskadinin depresyonuna bagli oldugunu ortaya koydu.
Bu karmasik siireg iskelet kaslarinin noromiiskiiler kavsaktaki kimyasal bir sinyali kas
kasilmasina doniistiirdiigiinii gosterdi. Bu sebeple, dantrolen malign hipertermi (M.H)
tedavisinden once spastisite tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmistir. Malign
hiperterminin tedavisindeki etkinligi Giliney Afrikali anestezi uzmani Gaisford
Harrison tarafindan kesfedilip 1975 tarihli bir makalede bildirilmistir (Harrison 1975).
Landrace irki1 domuzlarda insanlarda genel anestezi ile indiiklenen malign hipertermi
krizlerine benzeyen strese bagli bir sendrom gozlendi. Tedavi edilmeyenlerde 6lim
orant %100'e yaklasti. Sendromun hayati tehdit eden siddeti insanlarda plasebo
kontrollii ¢alismalar1 yasakladigindan, hastaligin patofizyolojisi ve tedavisini
arastirmak i¢in malign hipertermiye sensitif (M.H.S) domuzlar kullanildi. Harrison,
genetik olarak duyarli domuzlarda, halotan anestezisi ile malign hipertermiyi deneysel
olarak indiiklemis ve %87,5'lik bir sagkalim orani1 elde etmistir. Burada sekiz denekten
yedisi, dantrolenin intraven6z uygulanmasindan sonra hayatta kalmistir. Dantrolen
oncesinde, malign hipertermi tedavisi i¢in mevcut tek ilag prokain olup, hayvan

deneylerinde %60'l1ik bir 6liim orani gortilmistiir.

Daha sonra bu sonuglar Polonya Cin domuzlar1 ve Pietrain domuzlar gibi diger M.H.S
irklarinda dogrulandi. Dantrolenin M.H.S domuzlarinda halotan kaynakli iskelet kas1
kasilmalarinin azaltilmasinda ve 6nlenmesinde in vitro etkileri ilk olarak 1976'da
bildirilmistir (Anderson ve Jones 1976). Eyliil 1977'den Mayis 1979'a kadar ¢ok
sayida hastada dantrolen tedavisinin M.H krizlerinde giivenligini ve etkinligini
degerlendirmek amaciyla 65 hastaneden olusan bir Kuzey Amerika ¢ok merkezli
calisma yapildi. Bu c¢alisma, anestezi sirasinda M.H siiphesi olan hastalarda
mortalitede 6nemli bir azalma oldugunu gostermistir. Bu sonuglarin yayinlanmasindan

sonra, M.H'nin klinik tedavisi i¢in dantrolen tanitild1 (Kolb, Horne ve ark. 1982).


https://en.wikipedia.org/wiki/Spasticity
https://en.wikipedia.org/wiki/Intravenous_therapy
https://en.wikipedia.org/wiki/Procaine

2.2.  DANTROLEN SODYUM KiMYASAL YAPISI

Na+

Sekil 1: Dantrolen Sodyumun Kimyasal Yapisi

Bir hidantoin tiirevi olan dantrolenin (hidratlanmig 1- ((((5- (4-nitrofenil) -2-furanil) -
metilen) amino) -2,4-imidazolidin dion sodyum tuzu) molekiiler yapisi, fenol halkasi

hari¢ diizlemseldir (sekil 1).

Fenitoin ve nitrofurantoin ile yapisal benzerlikleri olan bir hidantoin tiirevi olan
Dantrolen sodyum oldukga lipofiliktir ve bu nedenle suda zayif ¢oziiniir. Susuz
dantrolen sodyum, 336 g/mol molekiiler agirliga sahiptir. Tibbi dantrolen, 399 g/mol
molekiiler agirliga sahip turuncu bir hemiheptahidrat sodyum tuzudur. Suda ¢ok az
¢oziinlir olan zayif bir bazdir (pKa 7.5) (Krause, Gerbershagen ve ark. 2004).

Dantrolen ticari olarak 25, 50 ve 100 mg oral kapsiiller ve intravendz uygulama icin



20 mg (Dantrium®, Revonto®) ve 250 mg siseler (Ryanodex®) olarak temin
edilebilir. Yazilan marka adlar1 ve formiilasyonlar ABD'de mevcut olan iiriinlerdir.
Gilinlimiizde, suda ¢oziiniirliigii arttirmak i¢in 3 g mannitol ilave edilen 20 mg liyofilize
dantrolen sodyum igeren siselerde intravendz kullanim i¢in mevcuttur. Siselerin
iceriginin 60 ml su iginde ¢oziilmesi gerekir, bu da pH 9.5'te 0.33 mg.ml?! nihai
dantrolen konsantrasyonu verir. Ticari olarak temin edilebilir paket, 12 sise dantrolen
ve 12 sise damitilmis su icerir. Uygulamadan once, ¢ozelti berrak olmali ve goriiniir
parcaciklar olmamalidir. Hazirlanan soliisyon 1siktan korunmali ve 15 ila 25 °C'de
saklanmali ve hazirlandiktan sonra 6 saat i¢inde kullanilmalidir. Elde edilen alkali
¢ozelti periferik damarlar1 oldukga tahris edicidir ve bu nedenle biiyiik bir venden

infiize edilmelidir.

' DANTROLENE

© Sodium Salt [14663-23-1) EEC:
] 7

Light sensitive - C.H:N.ONa

 Desiccate H,0 content 41
| Slore at room tem-  For laboroy

4 household or o0
1 Pgralure Product of Isael MSEF
SOUA cHEMICA 506 51 Lok, WO I ISLIEE:

| F OIS S0P S 158 8 1 e o

Resim 1: dantrolen sodyum tuzu sisesi ve aktif molekiil hali



2.3. DANTROLEN SODYUM FARMAKOKINETIGi

Saglikli goniillillerde ve spastisiteli hastalarda yapilan c¢alismalarin sonuglari,
dantrolenin oral uygulamadan sonra yavas ve eksik bir sekilde emildigini, biiyiik
Olclide karacigerde metabolize edildigini ve esas olarak idrar ve safra yoluyla elimine
edildigini gosterir (Kambayashi ve Dressman 2013). Doza bagli kan seviyeleri elde

edilir ve sabit durumdaki plazma seviyeleri boliinmiis dozajla korunabilir.

2.3.1. Absorbsiyon

Hayvan ¢alismalari, ince bagirsagin dantrolen sodyum i¢in temel absorbsiyon bolgesi
oldugunu, ancak oral dozun maksimum %70'inin emildigini gostermektedir. Yirmi
dort saglikli goniilliide 100 ila 125 mg’lik oral tek doz verilmesinden, 3 ila 6 saat sonra,
0.7 ila 1.7pg/ml pik kan seviyeleri elde edildi. Birka¢ hafta boyunca giinde 4 kez 100
mg dantrolen alan 4 paraplejik hastada, ilacin en yiiksek seviyeleri, ilk sabah dozundan
birkac saat sonra 2 ila 3 pg/ml idi. Bes saat sonra, ikinci gilinliikk dozdan sonra, bu
seviyeler %20 ila 25 daha yiiksek bulundu (Herman, Mayer ve ark. 1972). Kronik
spastisiteli 19 ¢ocukta, 1 ila 3 mg/kg dantrolen alimindan 5-6 saat sonra yaklasik 2
pg/ml pik plazma seviyeleri elde edildi. Pik konsantrasyonlari, saglikli insan
goniilliilerinde alimdan 4-8 saat sonra ortaya ¢ikar. Terapotik kan konsantrasyonlari,
spastisitenin tedavisi i¢in 0.3-0.6 pg/mL (1-1.9 pmol/L) ve malign hipertermi tedavisi
igin 2-4 pg/mL (6,4-9,5 umol/L) dir (Allen, Cattran ve ark. 1988).

llag genellikle, alimdan sonra 24 saat veya daha fazla bir siire i¢in plazmada
saptanabilir (Muehlschlegel ve Sims 2009). Dantrolenin tek doz uygulama sonrasi
plazma seviyelerinde belirgin bir degiskenlik vardir ve bireyler arasi farkliliklar
belirgindir. Cocuklarda yapilan ¢ift kor caprazlama karsilastirmada kapsiil ve
siispansiyon formiilasyonlaria gore bireysel olarak farklilik daha fazla idi. iki hafta
boyunca ¢oklu doz verilen 6 ¢ocukta giinde 4 kez 1 mg/kg ila 3 mg/kg arasinda degisen
dozlarda ilag uygulamasi sonrasi plazma diizeyinde bir miktar dalgalanma olmasina

ragmen yaklasik 1.5 ila 2.0 pg/ml'lik bir platoya ulagti.

Plazmada dantrolenin ortalama yar1 dmriiniin normal yetigkinlerde yaklasik 8,7 saat
ve kronik spastisiteli ¢ocuklarda 7,3 saat oldugu bildirilmektedir. Kas gevsemesi

serum dantrolen sodyum konsantrasyonu ile iliskili oldugu i¢in, yiiksek dozda



dantrolen alan hastalarda ilacin kesilmesinin zamanlamasi hakkinda karar verirken

ilacin yar1 dmriinii diisiinmek yararli olacaktir (Jeon, Song ve ark. 2014).

2.3.2. Dagilhim

Insan serum albiimini ile yapilan in vitro ¢alismalar, yaklasik 4.3 x 10 M'lik bir iliski
sabitini gostermektedir. Dantrolen esas absorbe oldugu bdlge olan ince barsakta
devamli uygulama akabinde 5 saat sonrasinda bu bélgede kademeli olarak birikmeye
egilim gosterir. Dagilim1 géstermek amaciyla yapilan floresan boyama calismalarinda
dantrolenin ince barsak ve karacigerden sonra safra kesesi, bobrek korteksi ve
mesanede dagildigr goriilmiistiir. Diger ilgi ¢ekici nokta ilag konsantrasyonunun
artmasinin dagilim diizenini degistirmemesi ve ilag metabolizmasindaki tek dnemli

faktoriin uygulama siiresinin uzunlugu olmasidir.

Saglikli yetigkin goniillillerde yapilan g¢alismada intravendz olarak verildiginde,
dantrolen iki kompartmanli bir dagilim modelini takip etmistir. Yetmis kg
agirligindaki bir eriskin i¢in baglangi¢ hacmi 3.24 L ve son hacim 22.9 L olarak
belirlenmistir. Birinci kompartmandan ikinci kompartmana dagilim hizla ger¢eklesmis
olup,birinci kompartman igi dagilim yar1 6mrii (t1/2a) 1.6 dk olmustur (Podranski,
Bouillon ve ark. 2005). Dantrolen, plasentay1 insanlarda fetal-maternal serum

konsantrasyon orani 0,4-0,7 ile gegmektedir.

2.3.3. Metabolizma

Dantrolen karacigerde, esas olarak hidantoin halkasi kisminin 5-hidroksilasyonu ile ve
ayni zamanda nitro grubunun indirgenmesi ve ardindan asetilasyonu ile metabolize
edilir. Dantrolen sodyumun serbest halinin bu farmakokinetik degisimler sonucu
olusan iki ana metaboliti amino-dantrolen ve 5-hidoksi-dantrolendir.(sekil 2) Hem in
vitro hem de hayvan c¢alismalarinda 5-hidroksi dantrolenin de iskelet kasi gevsetici
aktivitesine sahip oldugu , ancak dantrolenin kendisinden 6nemli 6l¢iide daha az etkili
oldugu bulunmustur (Ellis ve Wessels 1978). Amino-dantrolen ise inaktif form olan
asetil-dantrolene asetillenir. Cocuklarda, kararli durumdaki 5-hidoksi-dantrolen
konsantrasyonlari, dantrolenin %30-50'si kadardir. Zaman konsantrasyonu egrileri
dantrolen ve bunun 5-hidroksi tiirevi i¢in benzer olmakla birlikte ¢cocuklarda, kararli
durumdaki 5-hidoksi-dantrolen konsantrasyonlarinin, dantrolenin %30-50'si kadar

oldugu hesaplanmistir (Haslam, Walcher ve ark. 1974)
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Sekil 2 : dantrolen sodyum metabolik yolu

2.3.4. Atihm

Yaklasik olarak, emilen dantrolen dozunun ficte ikisi safrada ve {i¢te biri de idrar
yoluyla atilir. Idrarda dantrolen, 5-hidroksi-dantrolen metaboliti olarak %79,
indirgenmis metabolitleri olan amino-dantrolen ve asetil-dantrolen olarak %17
oraninda bulunur ve %4 degismemis formundadir (Dykes 1975). Bu oranlar ilacin

uzun siireli tatbikinde de yaklagik olarak ayni kalir. Saglikli goniilliilerde dantrolenin



renal klerensi 1.8-7.8 L/s'dir. Dantrolene’in serum yar1 dmrii spastisiteli erigkinlerde
6-9 saattir. Malign hipertermi hastalarinda dantrolenin ortalama yar1 dmrii 12 saattir
(Flewellen ve Nelson 1985). Cocuklarda yar1 dmiir 7-10 saattir. Yenidoganlarda yari
omiir 20 saattir (Dykes 1975).

2.4, DANTROLEN SODYUM FARMAKODINAMISI

T-tiibiil zarindaki voltaj degisiklikleri, iskelet kas1 liflerinin normal uyarma-kasilma
birlesmesi sirasinda dihidropiridin reseptoriindeki konformasyonel degisiklikleri
diizenler. Dihidropiridin reseptorleri, depolarizasyon sirasinda intramolekiiler sarj
hareketine maruz kalan voltaj sensorleri olarak islev goriir. Bu fenomen muhtemelen,
dihidropiridin reseptoriiniin alfa-1 alt {initesinin transmembran alanlar1 IT ve III'in
arasindaki hiicre i¢i dongiliniin bir hareketi ile sonuglanir. Alfa-1 alt birimi ve
sarkoplazmik retikulumun ana kalsiyum salinim kanali olan ryanodin reseptdrii
izoformu (RyR1), yakin fizyolojik ortaklardir. RyR1'in agilmasi kalsiyum iyonlarinin
miyoplazmaya akisini indiikler (Protasi 2002). Daha sonra, kalsiyum iyonlari, kasilma
proteinleri aktin ve miyosinin, troponin C tarafindan inhibisyonunu zayiflatarak kas
kasilmasini aktive eder. Gevseme, hizli bir adenozin trifosfat (ATP) akisi ile saglanir.
(ATP)-kalsiyum iyonlarinin tekrar sarkoplazmik retikuluma aktarilmasiyla tiiketilir ve

miyoplazmik konsantrasyon, mekanik esikten diisiik oldugunda tamamlanur.

Dantrolen bir ryanodin reseptorii antagonistidir. Ryanodin reseptorleri (RyR),
endoplazmik ve sarkoplazmik retikulum ylizeyinde bulunur. Degisken doku ifadesine
sahip li¢ izoformda bulunurlar. RyR 1, dncelikle iskelet kas1 dokusunda bulunur. RyR2
birincil olarak kalp kasi i¢inde ifade edilirken, RyR3 6ncelikle beyin ve diiz kasta ifade
edilir(lnan ve Wei 2010). RyR ligand kapili ve ligand modiilasyonludur. Iskelet
kasinda RyR1, dihidropiridin reseptorleri ile fiziksel etkilesim ile aktive edilir. Diger
dokularda, RyR1, RyR2 ve RyR3, sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonlarindaki
artiglarla aktive olur (F Dulhunty, G Casarotto ve ark. 2011). Dantrolen, RyR1 ve
RyR3 reseptorlerini inhibe eder, ancak RyR2 reseptorlerini inhibe etmez (de Carvalho
Correia, Silva ve ark. 2012). Dantrolen, RyR'in N-terminaline baglanir ve onu kapali
bir durumda stabilize eder ve boylece sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimini
onler, bu da troponin C'nin aktive olmasini ve aktin ve miyosinin etkilesimi onler

(Wang, Zhong ve ark. 2011). Iskelet kasinin gevsemesi viicut 1s1smin daha verimli bir



sekilde korunmasini saglar. Dantrolenin ayn1 zamanda hiicre i¢ine kalsiyum girigini
saglayan kanallar1 inhibe ederek endoplazmik retikulumlarin yenilenmesini
sagladigina dair kanitlar da vardir (Zhao, Weisleder ve ark. 2006). Dantrolen, iskelet
kas1 kasilma-gevseme kaskadinin pretubiiler adimlarini etkilemez. Diiz kas tlizerinde
zay1f kas gevsetici etkisi vardir ve yalnizca terapdtik dozlardan daha yiiksek

kullani1ldiginda kardiyak kasilma baskis1 yapar.

Belirli maddelerin M.H krizlerini tetikledigi bilinse de kesin patolojik mekanizmalar
tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte, M.H'ye duyarlilik muhtemelen,
sarkoplazmik retikulumdaki degistirilmis bir RYR1'in neden oldugu iskelet kasi
lifinde anormal kalsiyum metabolizmast ile agik¢a iliskilidir. M.H'ye duyarh
goniillillerde, RYRI1 reseptoriiniin uzun bir siire agik durumda oldugu ve bu nedenle
radyoligandlara daha yiliksek bir afiniteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu,
sarkoplazmik retikulumdan miyoplazmaya daha fazla kalsiyum akistyla sonuglanir,
bunu takiben aktin ve miyozinin uzun siireli ve yogun bir etkilesimi saglanir.
Hiperkapni, hipertermi ve asidozun klinik semptomlari, kalsiyum bagimli diger
sitoplazmik metabolik islemlerin aktivasyonu ile siddetlenir. Iskelet kas hiicresinin
baslangicta gelistirilmis aerobik metabolizmasi1 korunamaz. Sonugta ortaya ¢ikan asiri
anaerobik metabolizma, laktik asidozun nedenidir; mitokondri i¢inde kalsiyum
birikimine neden olur ve bunun sonucu olarak da oksidatif fosforilizasyonun

dekonjugasyonu sitolizle sonuglanir. (Sekil 3)
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Sekil 3: Malign hipertermi ile iligkili olarak iskelet kasinin uyarilma gevseme kaskadi

Dantrolen, sarkoplazmik retikulumda hiicre i¢i depodan kalsiyum salinimini1 bloke
eden, dogrudan etkili bir iskelet kasi gevseticidir. Kas kasilmasini azaltict etkisi
noromiiskiiler kavsak yerinden bagimsiz sekilde olusur. Arastirmalar, iskelet kasi
hiicresinin RYRI1 reseptdriine, dogrudan veya dolayl bir dantrolen eylem yeri olarak
odaklanmaktadir (Scalco, Voermans ve ark. 2016). Radyoaktif ligandlarla yapilan
deneylerde, domuz iskelet kasindaki sarkoplazmik retikulum membran fraksiyonlari
ile yakindan iligkili dantrolen ve ryanodin baglanma bolgeleri bulunmustur (Palnitkar,
Mickelson ve ark. 1997). Bu sonuglar, dantrolenin hem ryanodin baglanmasini hem de
sarkoplazmik retikulum keseciklerinden dogrudan kalsiyum salimini inhibe ettigini
dogrulamistir. Ek olarak, dantrolen etkisinin molekiiler hedefini tanimlamak ig¢in,
dantrolenin bir foto-afinite analogu olan azidodantrolen kullanilmistir. Sodyum-
dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ve trityum florografisi ile analiz edilen
foto ¢apraz baglama deneyleri, varsayilan iskelet kas1 dantrolen reseptorii olarak 160-
kDa proteinini ortaya ¢ikarmistir (Paul-Pletzer, Palnitkar ve ark. 2001). Bununla
birlikte, ayn1 yazarlar bu 160-kDa proteinini, bunun gercek dantrolen reseptorii

olmadigint belirterek, RYR1'in N-terminal bolgesi olarak belirtmislerdir. Diger
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hayvan g¢aligmalari, RYR1'in 590-609 amino asitlerinin dantrolen igin baglayici
bolgeyi temsil ettigini gostermektedir (Paul-Pletzer, Yamamoto ve ark. 2002).

Bununla birlikte saflagtirilmis RYR1'in yapay bir diizlemsel lipit ¢ift katmanina dahil
edildigi baska caligma, bu sonuglarla ¢elismektedir. Saflagtirma isleminin amaci, diger
proteinlerin lipit ¢ift katmanima miidahalesini énlemektir. Elli uM dantrolene maruz
kalmasi, kanal aktivitesinde bir degisiklik gostermemis olup bu, RYRL1'in dantrolenin
molekiiler hedefi olmadig1 sonucuna yol agmistir (Szentesi, Collet ve ark. 2001). Bu
caligmanin gegerliligi ile ilgili metodolojik kaygilar aritma siirecine odaklanmaktadir.
Bir yandan, baglayic1 bolge, saflagtirma isleminin bir sonucu olarak kaybolmus veya
tahrip olmus olabilir. Ote yandan, baglanma sahasinin ilave saflagtirma sistemi
sirasinda ¢ikarilmis olabilecek RYR1'in ilave elemanlarmi gerektirdigi, lipit ¢ift
katmaninda yeterince etkilesime giremedigi tahmin edilmektedir. Hentiz bilinmeyen
baglayic1 dantrolen bolgesine ek olarak, RYR1 aracili kalsiyum akiginin énlenmesi
mekanizmasi bile deneysel bir ¢aligma konusudur. Olasiliklar arasinda inaktivasyonun
voltaj, akim veya kalsiyum bagimliligi bulunur. Ayrica, tartisma dantrolen veya bunun
baglanma bolgesinin dihidropiridin reseptorii ile etkilesimi ve baglanma bolgesinden
veya RYR1'in degistirilmis kapisindan bir retrograd etki iizerinde odaklanmaktadir.

Bagka bir segenek, RYR1 etki alanlari arasi etkilesimin stabilizasyonudur.

Ug ayr1 gen, bilinen ii¢ izoform ryanodin reseptdriinii kodlar. Gen ekspresyonu dokuya
Ozgii goriinmemekle birlikte ryanodin reseptorleri 6ncelikle iskelet kas1 (RYR1), kalp
kasi (RYR2) ve beyin dokusunda (RYR3) ifade ediliyor. M.H ve bir muskiiler distrofi
tiirevi olan Central Core Hastaligi, RYR1'in ¢esitli mutasyonlari ile iliskilidir (Tilgen,
Zorzato ve ark. 2001). RYR2 gen mutasyonlari, katekolaminerjik ve tanidik polimorf
ventrikiiler tasikardilerin yani sira aritmojenik sag ventrikiil displazisi tip 2'yi de
kodlar. Noroleptik malign sendromuna, RYR3'in genetik degisiminin neden
olabilecegi de one siiriilmiistiir (Gurrera 2002). Domuz M.H duyarliligi, RYR1 geninin
bir nokta mutasyonuna dayanir, bu da reseptor proteininin 615 pozisyonunda argininin
sisteine degismesine neden olur. Bununla birlikte, insanda M.H hastaligi genetik
olarak heterojendir. Bugiine kadar 26 adet mutasyon tespiti yapilmistir; agirt N-
terminal bolgesi i¢in 9, merkez igin 16 ve asir1 C-terminal bolgesi igin 1 adet
(Sambuughin, Nelson ve ark. 2001). Ayrica, RYR1'in merkez bdlgesindeki tek bir

amino asit silinmesi de M.H duyarlilig: ile iligkili olabilir.
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Izoform ryanodin reseptorlerinin homojenligine ragmen, 6zellikle RYR1 ve RYR2
arasinda, kalp kasinin sarkoplazmik retikulumundan kalsiyum akisi dantrolen
tarafindan inhibe edilmez. RYRI1'in yakin zamanda tanimlanmis olan amino asit
alanimin 590-609 arasinin dantrolenin molekiiler hedefi olabilecegi varsayilmistir.
Bununla birlikte, dantrolenin neden tam olarak ayni amino asit sekansina (601-619)
sahip olmasina ragmen RYR2'ye daha az afiniteye sahip oldugu ve ayrica neredeyse
ayni sekansa (577-597) sahip olan RYR3 i¢in daha az afinitesi oldugu sorusu hala
cevaplanamamaktadir. RYR3, RYR2'den 596. pozisyondaki tek bir amino asit ikamesi
(valin-16sin) ile degisir. RYR3'in dantrolene in vivo duyarliligi heniiz agikliga
kavusturulmamistir. Bununla birlikte, in vitro deneyler, néronun i¢ deposundan
kalsiyum akiginin inhibe edildigini gdstermistir ve dantrolenin diiz kas hiicreleri ve
immiin hiicreler lizerindeki diger ¢esitli etkileri tarif edilmistir. Klinik acidan, RYR3

ve dantrolen arasindaki etkilesimin bilgisi ¢ok anlamlidir.

25. DANTROLEN SODYUM YAN ETKILERi

Dantrolenin olumsuz etkileri doza, verilis yoluna ve tedavinin siiresine baglidir.
Dantrolenin en sik goriilen yan etkileri merkezi sinir sistemi veya gastrointestinal
kokenlidir. Dantrolen genellikle tedavi baglangicinda gegici uyku hali, bas donmesi,
halsizlik, genel keyifsizlik, bitkinlik ve ishale neden olur (Brandom, Larach ve ark.
2011). Bu etkiler genellikle tedavinin kesilmesini gerektirmez ve dikkatli bir dozaj
titrasyonu 1ile siklikla en aza indirilebilir veya Onlenebilir. Genel olarak, bazi
calismalarda goriilme sikligi ¢ok daha yiiksek olmasina ragmen, dantrolen tedavisi
hastalarin yaklasik %2,5'inde yan etkiler nedeniyle geri ¢ekilmek zorunda kalmistir.
Geriye doniik bir analizde M.H krizinden muzdarip 164 hasta dantrolen ile tedavi
edilmis olup bu hastalarda en sik gozlenen yan etkiler %22'de kas giigsiizliigii,
%10'unda flebit, %3 solunum yetmezligi ve %3'linde gastrointestinal rahatsizlikt:
(Brandom ve Larach 2002). Kisa siireli intravenoz tedavi ile iligkili daha ciddi yan
etkiler anafilaksi, solunum yetmezligi, ARDS ve hiperkalemidir. Bununla birlikte,
M.H krizleri, dantrolen tedavisi ve yogun bakim ydnetimi sonrasi hastalarda solunum
fonksiyon caligsmalar1 yapilmamistir. Dantrolen ile iliskili kas gevsemesi, ozellikle
noromiiskiiler hastaligi olan hastalarda uzun siireli solunum yetmezligine neden

olabilir. Doz bagimli solunum yetmezligi, altta yatan solunum hastaligi olmayan
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hastalarda bile ortaya ¢ikabilir (Javed ve Bogdanov 2010). En sik goriilen ikinci yan
etki olan infiizyon bolgesindeki lokal inflamatuar flebit, yiiksek alkali ¢ozeltiden
kaynaklanir. Kazara ekstravaskiiler infiizyon ciddi doku nekrozuna neden olur.
Siddetli akneiform dokiintii de yapma ihtimali vardir (Mowbray, Sinclair ve ark.
2009). Bu nedenle, dantrolenin biiyiikk periferik damarlara veya merkezi venlere

verilmesi tavsiye edilir.

Uyusukluk ve bas donmesi, sirasiyla hastalarin yaklagik %30'unda ve %14'tinde
meydana gelmistir. Diger daha az sik goriilen santral sinir sistemi etkileri bas agrisi,
sersemlik, sarhosluk hissi, sinirlilik ve dizartridir. Daha nadir olarak, dantrolen alan
bazi hastalarda geri dontiglii haliisinasyonlar bildirilmistir (Andrews, Muzumdar ve
ark. 1975).

Bulant1 ve kusma dantrolen alan hastalarin yaklasik %9'unda meydana gelmistir ancak,
ilac1 geri cekmeyi gerektirecek kadar siddetli olmamistir. Anoreksi, disfaji, siyalore,
gastrik irritasyon ve karin kramplar1 daha az goriilmiistiir. Uriner retansiyon ve
faringeal spastisite de bildirilmistir (Locatelli, Pozzi ve ark. 2014). ishal, hastalarin
yaklasik %2,5'inde meydana gelmistir, ancak sebat etmesi siklikla spesifik bir tedaviyi
veya dozdaki bir azalmayr veya dantrolen tedavisinin gecici olarak kesilmesini
gerektirmistir. Buna karsilik, abdominal distansiyon ile gegici kabizlik ve bagirsak

tikaniklig1 belirtileri de 75 hastanin 3'iinde (%4) goriilmiistiir.

Genellikle birlikte ortaya cikan halsizlik, bitkinlik ve giigsiizliik insidansi yaklasik
olarak uyusukluk kadar yiiksektir. Uyusukluk yan etkisi direngli olabilir, bu yiizden
ara sira dantrolen dozunda azalma veya ilacin geri ¢ekilmesi gerekli olabilir. Bu yan
etki multipl sklerozlu hastalarda, muhtemelen 6nceden var olan zayiflik derecesine
bagli olarak daha yaygin olabilir. Siyalore ve disfajinin, amyotrofik lateral sklerozu
olan 8 hastanin 5'inde ortaya ¢iktig1 tespit edildi ve bu hastalarda dantrolen dozu giinde
75 mg'a ulastiginda 4 hastada siddetli kas giigsiizliigii izlenmistir. Borderline solunum
fonksiyonu olan 1 hastada, ventilasyon yardimli solunum ve nihai trakeostomi

gerektiren solunum depresyonu geligsmistir.

Dantrolene karsi diger advers reaksiyonlar arasinda deri dokiintiisii, akne benzeri
dermatoz, eniirezis ve gorsel bozukluklar vardir. Uzun siireli dantrolen tedavisi alan

serebral palsili 9 ¢ocuktan 4'linde nobet gegirmesine dair rapor vardir. Ancak bu
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hastalarda kullanilan dozlar oldukga yiiksektir (4-12 mg/kg/giin) ve nobetler genellikle

bunun altindaki seviyelerde goriilmez.

Dantrolen karacigerde, aminodantrolene indirgenir ve ardindan asetilasyon yoluyla
asetilaminodantrolene metabolize edilir. Metabolizma sirasinda hidroksilamin
olusumu karaciger hasar ile iliskilendirilir. Insanlarda dantrolen metabolizmasindan
sorumlu olarak aldehit oksidaz 1 (AOX1) ve rekombinant N-asetil transferaz 2
(NAT2) yiiksek oranda tespit edilmistir. Bir glutatyon tuzagi tutma deneyi, AOXl1'e
bagli bir dantrolen azalmasi yoluyla hidroksilamin olusumunu ortaya ¢ikarmaistir.
Sonug olarak, AOX1 ve NAT2'nin insanlarda dantrolen metabolizmasindan sorumlu
oldugunu ve AOX1'e bagimli metabolizmanin dantrolen kaynakli karaciger hasarina
yol agtigi diisiiniilmektedir (Amano, Fukami ve ark. 2018). Dantrolen kullanimiyla
iliskili karaciger hastaligina bagli 6 6liim vakasi FDA ye bildirilmistir. Bu, ilac1 60 giin
veya daha uzun siire alan hastalarda oliimciil hepatit riski yaklasik %0,1 ila 0,2
oranindadir. Dantrolen ile ciddi hepatotoksisite bildirilen az sayida yayimn vardir.
Farelerde yapilan in vivo deneyler, hepatositlere kars1 herhangi bir toksisite ortaya
koymamustir (Yamagishi, Komoda ve ark. 1993). Kronik dantrolen tedavisi ile iligkili
en ciddi iki yan etki hepatotoksisite ve eozinofilik pulmoner efiizyondur. Bu iki etkinin
hicbiri kisa siireli tedavi ile bildirilmemistir. Dantrolene bagli hepatotoksisite 1-6 ay
uzun siireli ve genellikle 200-300 mg/giin dozundaki oral tedavinin ardindan ortaya
ctkma egilimindedir. Intravendz uygulamadan sonra tek bir hepatoksisite vakasi
bildirilmis olup, bu karaciger transplantasyonuyla iyilesen bir hastadir (Fernandes,
Azevedo ve ark. 2007). Oliimler, 35 yasindan biiyiik, primer multipl skleroz tanisi alan
kadinlar ve 6-10 aydan daha uzun siire dantrolen alan hastalarda kiimelenmistir. Bu
gozlemler, ABD Gida ve Ilag Idaresi'ne neredeyse tamamen goniillii raporlardan
olusan iki Ortiisen vaka serisine dayanmaktadir. Dantrolen iliskili hepatotoksisite
riskini, kronik dantrolen kullanici popiilasyonunun biiyiikliigiinii ve 6zelliklerini
bilmeden ve dantrolen popiilasyonunu benzer bir kontrol popiilasyonuyla

kiyaslamadan karakterize etmek miimkiin degildir.

Dantrolen ile iliskili hepatotoksisite insidansinin en iyi tahmini, en az 60 giin boyunca
dantrolen alan 1044 hastay1 iceren premarketing klinik ¢aligmalardan alinan emniyet
verilerinin incelenmesinden elde edilmistir. Bu grupta uzun siire dantrolen alan

hastalarin %1,8'inde anormal karaciger fonksiyon testleri gelismistir, %0,6'sinda
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hepatotoksisite klinik bulgular1 gériilmiis ve %0,3'4 dogrudan hepatotoksisite sonucu
Olmistiir. Bu denemelerde diizenli olarak yliksek dozlar kullanilmistir, bu nedenle
gercek hepatotoksisite insidansinin mevcut dozla daha diisiik olmasi miimkiindiir.
Giinde 400 mg alan 243 hastanin ardindan, bir hastada hepatotoksisite gelisti. Bu
hastada kronik hepatit B olup giinde 400 mg dantrolen aldig1 belirtilmistir (Kim, Chun
ve ark. 2011).

Klinik bulgular, uzun siireli dantrolen tedavisi sirasinda hepatotoksisitenin hassas
gostergeleri degildir. Dantrolen kaynakli hepatotoksisiteden siiphelenilen ve karaciger
biyopsisi yapilan dort hastadan, ikisinde klinik semptom bulunmamais, ancak biyopsi
orneginde hepatik nekroz tespit edilmistir (Wilkinson, Portmann ve ark. 1979).
Dantrolen karaciger hasar1 yarattiginda, serum transaminaz enzimleri hafifce ytikselir
(100-600 1U). Total serum bilirubinde 6liim 15-19 mg/dL (257-325 umol/L) arasinda
daha sik goriiliir. Karaciger biyopsi drnekleri genellikle kronik aktif hepatit, submassif
nekroz, masif nekroz veya kopriilesme nekrozu ile tutarl degisiklikler gostermektedir.
Dantrolen ile indiiklenen hepatotoksisite tedavisi ilacin kesilmesidir. Cogu durumda,
serum transaminazlart ve bilirubin 1-12 ay i¢inde normale doner. Ancak dantrolen
tedavisine devam edilmesi gerekiyorsa, hasta hastaneye yatirilmali ve ilag kademeli

artiglarla ¢ok kiigiik dozlarda baslatilmalidir (Riazi, Kraeva ve ark. 2018).

Uzun siireli dantrolen tedavisinin nadir, ancak ciddi bir yan etkisi eozinofilik plevral
eflizyondur. Bugiine kadar on bes vaka yayinlanmistir (Lé-Quang, Calmels ve ark.
2004). ki vakada, hastalarda ilaca bagl perikardit belirlenmistir. Baslangic1 2 ay ile
15 y1l arasinda degismektedir. Hastalarda genellikle 6ksiiriik, nefes darligi, hafif ates
(38-38.5 C) ve orta derecede periferik ve plevral eozinofili goriiliir. Akciger grafisinde
unilateral veya bilateral plevral efiizyon tespit edilmistir. Her durumda, hastalar ilacin
kesilmesinden sonra iyilesmistir. Dozda, cinsiyette veya yasta fark edilebilir bir diizen

yoktur. Bu olumsuz etkinin kesin patofizyolojisi bilinmemektedir.

Bununla birlikte, kronik uygulamalarin tiimiinde rutin karaciger fonksiyon testleri
yapilmalidir. Dantrolen kullanan hastalarin yaklasik %10'unda kiigciik karaciger
fonksiyon anormalliklerine, ozellikle aspartat aminotransferaz (SGOT) gegici
yiikselmelerine neden oldugu bilinmektedir. Hepatit riski kadinlarda, 35 yasin

tizerindeki hastalarda ve 60 giinden daha uzun siiren ila¢ kullanimlarinda daha yiiksek
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oranda goriinmektedir. 45 giinliik dantrolen tedavisinden sonra higbir fayda

gbzlenmezse ilag kesilmelidir.

Dantrolen'in insanlarda uzun vadeli etkinligi ve glivenligi heniiz belirlenmemistir.
Uzun siireli kullaniminin yarar riski goéz 6niinde bulundurulmasi 6zellikle 6nemlidir.
Dantrolen, serebral palsili ¢ocuklarda nobetleri artirabilir veya siddetlendirebilir.
Dantrolen, solunum fonksiyon bozuklugu olan hastalarda, 6zellikle obstriiktif akciger
hastalig1 olanlarda ve miyokard hastaligina bagl kalp fonksiyon bozuklugu olan
hastalarda dikkatli kullanilmalidir. Diger, daha az sik goriilen yan etkiler kabizlik,
gastrointestinal kanama, anoreksi, yutma zorlugu, mide tahrisi, karin kramplari,
konusma bozukluklari, ndbet, bas agrisi, sersemlik, gérme bozuklugu, diplopi, tat
degisikligi, uykusuzluk, tasikardi, artan kan basincidir. Zihinsel depresyon,
konfiizyon, artan sinirlilik, kristalliiri, hematiiri, zor ereksiyon, idrar zorlugu, bogulma
hissi, anormal killanma, akne benzeri dokiintii, kasinti, tirtiker, terleme, isiime, ates de

cok seyrek olarak goriilebilir.

Dantrolen alirken hastalar bir motorlu tasit kullanmaya veya tehlikeli mesleklere kars1
uyarilmalidir. Dantrolen muhtemelen giines 1s1gina maruz kalmasi konusunda
uyarilmasi gereken hastalarda bir 1518a duyarlilik reaksiyonu uyandirabilir. ABD Gida
ve Ila¢ Idaresi (FDA) dantrolen'in gebelik kategorisini C olarak belitrlemistir, bu da
hayvan g¢aligmalarinda bildirilen teratojenik etkiler oldugu anlamina gelmektedir.
Gebelikte dantrolen kullaniminin giivenligi heniiz belirlenmemistir. Teratojeniteye
atfedilemeyen kiiglik iskelet anomalileri, farelerin yavrularinda ve oral 60 mg/kg
dantrolen verilen farelerde gézlenmistir. Tedavi edici dozlar verilen koyunlarda veya
yavrularinda herhangi bir olumsuz etki gézlenmemistir (Craft, Goldberg ve ark. 1988).
Gebelik sirasinda dantrolenin fetusa belirgin bir zarar vermeden kullanildigina dair
cesitli vaka raporlar1 vardir (Russell, Lang ve ark. 2001). Hamile kadinlar1 igeren iki
kiigiik vaka serisinde dantrolenin plasentay: gectigi ancak annelere veya yenidoganlara
belirgin bir zarar vermedigi gozlenmistir. Yenidogan dantrolen serum
konsantrasyonlari annelere gore %40-70 idi. Dantrolen ayrica acil sezaryen sonrasi
malign hipertermi tedavisi goren bir annenin anne siitiinde de tespit edilmistir (Fricker,
Hoerauf ve ark. 1998). En yiiksek anne siitii konsantrasyonu dogumdan 36 saat sonra

1.2 pg/mL (3.8 umol/L) idi. Anne siitiinden gegen dantrolenin yar1 6mrii 9 saattir.
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Sezaryen sirasinda anneye dantrolen verilmesi halinde yenidogan “floppy bebek

sendromu” riski altindadir (Krause, 2004).

2.6. DANTROLEN SODYUM iLAC ETKILESIMLERI

Dantrolen karacigerde metabolize edildiginden enzim indiikkleyen ilacglarin
metabolizmasini degistirmesi miimkiindiir. Diazepam veya fenobarbital ile 6nceden
veya eszamanli tedavinin, dantrolen ve metabolitlerinin kan veya idrar seviyelerini
degistirdigine dair hi¢bir kanit yoktur. Birlikte kullanilan dantrolen ve diazepam , bazi
hastalarda spastisitenin tek basina herhangi bir ilaca gore daha iyi kontrol edilmesini
saglamustir ve her iki ilacin dozunda da azalma saglamistir (Glass ve Hannah 1974).
Bununla birlikte, bu kombinasyon ilave bir yatistiric etkiye yol agabilir bu sebeple her
iki maddenin dozaji uygun sekilde azaltilmalidir. in vitro calismalar, warfarin veya
klofibrat varhiginda dantrolenin insan serum albiiminine baglanmada azalma ve
tolbutamid varliginda artma gostermistir ama bu bulgularin klinik 6nemi belirsizdir
(Vallner, Perrin ve ark. 1976).

Kalsiyum kanal antagonistleri alan hastalarda dantrolenden kagiilmalidir. Anestezi
uygulanmis domuzlarda, verapamil ve dantrolenin terapdtik intravendz dozlar birlikte
verilmig, hizli baslangicli tiglincli derece atriyoventrikiiler blok, hiperkalemi ve
kardiyovaskiiler kollaps gelismistir (Saltzman, Kates ve ark. 1984). Benzer sonuglar
kopeklerde de goriilmiistiir. Dantrolen ve verapamilin birlikte uygulanmasindan sonra
hiperkalemi ve miyokard depresyonu ile ilgili tek bir insan vakasi bildirilmistir.
Koroner arter hastalig1 nedeniyle verapamil tedavisi alan 60 yasindaki erkek hastaya
ameliyattan 30 dakika dnce dantrolen verilmis olup, infiizyon bittikten 2,5 saat sonra
(ameliyat tamamlandiktan 45 dakika sonra), kalp indeksinin 2.1'den 1.9 L/dak/m?ye
diistiigi ve serum potasyum seviyesinin 7.1 mmol/L'ye yiikseldigi goriilmiistiir. Alti
ay sonra, ayni hasta bagka bir cerrahi islemden 6nce dantrolen almis olup, ameliyattan
2 hafta 6nce nifedipine ge¢ilmis ve bu kez hiperkalemi ya da miyokard depresyonu
gelismemistir (Rubin ve Zablocki 1987). Bu olumsuz etkiden sorumlu mekanizma
tam olarak bilinmemektedir. Miyokard depresyonunun, yavas kalsiyum kanali blokaj1
ve miyokard igindeki bastirllmis kalsiyum salinimi  kombinasyonundan
kaynaklanmasi miimkiindiir. Etkilesim sadece verapamil ile goriinse de uyari tiim

kalsiyum kanal1 antagonistleri i¢in yapilmistir.
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Dantrolen, vekuronyum kaynakli kas blogunu kuvvetlendirebilir. Bu etki kolinerjik
terminal kalsiyum depolama bolgelerinden zayiflatilmis kalsiyum salinimi sonucunda
noromiskiiler kavsakta transmitter salinmasinin azalmasindan kaynaklanabilir
(Hunter 1987). Dantrolen karbamazepin ve metotreksatin serum konsantrasyonlarini
da artirabilir. 16 yasinda bir kiz ¢ocugu osteosarkom tedavisi i¢in metotreksat (12
g/m?) almadan once oral dantrolen almis ve plazma metotreksat konsantrasyonu
dozdan 24 saat sonra yiikselmis (418 pmol/L) ve ardindan metotreksat toksisitesinin
klinik ve biyolojik belirtileri gelistigi tespit edilmistir. Dantrolen Kkesildikten sonra
hasta diisiik doz metotreksat ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir. Dantrolenin
metotreksatin serum baglanmasini ve bobrek eliminasyonunu azalttig diistiniilm{istiir
(André, Boyer ve ark. 2006). Ek olarak, karbamazepin alan 37 yasinda bir kadin
dantrolen ve oksibutinin alirken zehirlenme belirtileri gostermis ve yiiksek serum
karbamazepin konsantrasyonlari 6l¢tilmistiir. Oksibutinin, dantrolen ve karbamazepin
kombinasyonundaki ilaglarin metabolizmasi iizerine belirgin bir azalmay: tetikleyip
tetiklemedigi agik degildir (Vander, Odi ve ark. 2005).

Dantrolen, néromiiskiiler transmisyona veya dinlenme veya aksiyon potansiyelleri gibi
elektriksel ozelliklere miidahale etmeden uyarma-kasilma kaskadina baski yapar.
Bununla birlikte dantrolen, iskelet kas1 kasilma kuvvetini azalttig1 i¢in, ndromiiskiiler

aktarimi engelleyen ilaclarla sinerjistik etkileri olmasi beklenir.

2.7. DANTROLEN SODYUM ENDIKASYONLARI

Enjekte edilebilir dantrolen sodyum, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 1982
senesinde malign hipertermi krizinin tedavisi i¢in onaylanmistir. Enjekte edilebilir
tirlin, ekstazi intoksikasyonunu, noéroleptik malign sendromu, tetanozu ve sicak
carpmasini tedavi etmek icin etiket dist kullanilmistir. Oral dantrolen sodyum, FDA
tarafindan kronik spastisitenin tedavisi ve malign hipertermi tedavisi ig¢in
onaylanmistir. FDA onayi, kanitlar1 ve diger kullanimlar1 destekleyen kanitlarin
giiciinii gdstermektedir. Intravendz dantrolenin faydali etkisi, malign hipertermi igin
kronik spastisite tedavisinden daha belirgindir. Malign hipertermi icin, dantrolen
kullanimiyla 1960'larda %64 olan 6liim oran1 %9,5’e diismiistiir. Dantrolene’in kronik
spastisite tedavisinde kullanim1 1970 ve 1980’lerde yapilan ¢ift kor plasebo kontrollii

klinik denemelere dayanmaktadir. Bu denemeler genellikle onaylanmamis sonug
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Olciitlerine, net olmayan teshis kriterlerine, iyi tanimlanmamis randomizasyon
yontemlerine sahipti. Ayrica, bu denemeler kisa siireli idi (<6 hafta). Spastisitede
azalma, dantrolenin kullanimini kii¢iik toleransli hasta grubuyla sinirlandiran, siklikla

belirgin kas gii¢stizliigi ile iligkiliydi.

Iki onayli endikasyonu haricinde dantrolenin tetanoz hastalarinda pozitif basmnglh
ventilator ihtiyacini azalttigina dair ¢alismalar vardir (Checketts ve White 1993).
Noroleptik malign sendrom (TSUTSUMI, YAMAMOTO ve ark. 1998), 6limciil
katatoni (Pennati, Sacchetti ve ark. 1991), melanom hastalarinda interlokin 2
tarafindan indiiklenen titremenin tedavisi (Azari, Sheehan ve ark. 2012) gibi kas
spazmu ile iligkili diger tibbi durumlarin tedavisinde denenmistir. Kara dul ériimcegi
(Latrodectus hesperus) envenomasyonu (Ryan 1983), 3,4
metilendioksimethamphetamin (MDMA, “Ecstasy”) zehirlenmesi (Grunau, Wiens ve
ark. 2010), fenelzin zehirlenmesi (Kaplan, Feinglass ve ark. 1986), teofilin
zehirlenmesi (Parr ve Willatts 1991), karbonmonoksit zehirlenmesi (Ten Holter ve
Schellens 1988), organofosfat zehirlenmesi ile iligkili kas sertliginin tedavisi (Ochi,
Watanabe ve ark. 1995, Biiyiikokuroglu, Cemek ve ark. 2008), doksorubisin
tarafindan indiiklenen hematotoksisite (Buyukokuroglu, Taysi ve ark. 2007),
adriamisinin yaptig1 kardiyotoksisitenin engellenmesi (Biiyiikkokuroglu, Taysi ve ark.
2004), gibi ¢ok sayida toksikasyon tedavisinde denenmistir. Ayn1 zamanda dis tiretral
sfinkter spazm1 ile iliskili norojenik mesane tikaniklig1 icin bir tedavi olarak ve
serebral vazokonstriksiyon i¢in potansiyel bir tedavi olarak da kullanilmistir

(Muehlschlegel, Rordorf ve ark. 2009) (Majidi, Grigoryan ve ark. 2012).

1990'larin  basindan beri, sinir hasarinin yiiksek hiicre i¢i kalsiyumun aracilik
edebilecegine dair kanitlar artmaktadir. Dantrolen, endoplazmik ve sarkoplazmik
retikulumda depolanan kalsiyum salinimini 6nler. Son ¢aligmalar, Alzheimer hastaligi
(Popugaeva ve Bezprozvanny 2013) (Liang ve Wei 2015) ve subaraknoid kanamaya
ikincil norotoksisite tedavisi i¢in dantrolenin olasi bir noroprotektif ajan olarak
kullanilmasina odaklanmistir (Gwak, Park ve ark. 2008) (Muehlschlegel, Carandang
ve ark. 2015).
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2.7.1. Malign Hipertermi

Malign hipertermi, giiclii inhalasyon ajanlarina (halotan, izofluran, sevofluran,
desfluran gibi), depolarize edici kas gevsetici suksinilkoline ve nadiren insanlarda
siddetli egzersiz gibi strese sokuculara kars1 verilen hipermetabolik bir cevap olarak
ortaya ¢ikan farmakogenetik bir hastaliktir. M.H neden olan mutasyonlarla kesin
olarak iligkilendirilen iki gen, RYR1 ve CACNAL1S'dir.

M.H'ye duyarli olan hastalarin hemen hepsinde anestezi olmadan fenotipik
degisiklikler olmadigindan, duyarliligi “tetikleyici” anesteziklere maruz kalmadan
veya spesifik tani testleriyle teshis etmek imkansizdir. Temel klinik ozellikler
arasinda, artmis dakika ventilasyonu, kas sertligi ve rabdomiyoliz, hipertermi,
tasikardi, asidoz ve hiperkalemi yer almaktadir. Anestezi sirasinda M.H ataklarinin
goriilme sikligr 1:10000 ila 1:250000 anestezik arasindadir. Bir M.H Krizi olugsmasi
icin M.H olaym tetikledigi bilinen ajanlarla anesteziye maruz kalmasi gerekse de
ortalama olarak, hastalar tetiklenmeden oOnce ii¢ anesteziye maruz kalirlar.
Reaksiyonlar erkeklerde kadinlardan daha sik gelisir (2:1) (Riazi, Larach ve ark.
2014). En yiiksek insidans, genglerde olup, ortalama yas 18,3’tiir. 15 yasin altindaki
cocuklarin tiim reaksiyonlarin %52,1'ini olusturdugu goriilmiistiir. Yenidoganda tarif

edilmesine ragmen, test ile onaylanan en erken tepki alt1 ayliktir.

M.H'ye duyarlilik ile iliskili genetik anormalliklerin tahmini prevalanst 3000 kiside bir
kadar biiyiik olabilir (Aralik 1:3000 ila 1:8500) ve daha yeni bir tahmin 400'de 1'dir
(Gonsalves, Ng ve ark. 2013).

M.H anestezi sirasinda ve postoperatif erken donemde herhangi bir zamanda
olusabilir, ancak ucgucu ajanlarin kesilmesinden bir saatten sonra artik ortaya ¢ikmaz.
En erken bulgular tasikardi ve kas sertligidir. Viicut 1sisiin yiikseltilmesi, dramatik
bir M.H belirtisi olabilir. Genel anestezi alan ve 60 dakikadan uzun siiren tiim anestezi
hastalarinda viicut sicakliginin monitdrize edilmesi gerektigi  gOrlislinli
bildirilmektedir (Sessler 2008). Hipertermi, her bes dakikada bir 1-2°C'de sicakliginda
bir artigla isaretlenebilir. Siddetli hipertermi (44°C'den yiiksek viicut sicakligi)
olusabilir ve oksijen tliketimi, CO2 iiretimi, yaygin hayati organ fonksiyon bozuklugu

ve yayilmis intravaskiiler pihtilasma (DIC) 'de belirgin bir artisa neden olabilir.
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Azot oksit disindaki tiim inhalasyon anestezikleri M.H i¢in tetikleyicidir. Kas gevsetici
stiksinilkolin de M.H i¢in bir tetikleyicidir. Siiksinilkolin ile indiiklenen masseter kas
sertligi, halotan tarafindan indiiklenen ve siiksinilkolin verilen 100 anestezide 1
cocukta goriiliir. Bir diger potansiyel risk faktorii, yogun bakim {initesinde
postoperatif bir dizi farkli kosullar i¢in inhalasyon sedasyon cihazlarinin

kullanilmasidir (Bomberg, Glas ve ark. 2014).

M.H, hipermetabolik bir duruma yol acan farmakogenetik bir hastalik olarak kabul
edilir (Hopkins 2011). Deneysel kanitlar, M.H belirtilerinin ve semptomlarinin, iskelet
kas1 sarkoplazmik retikulumundan (SR) kontrolsiiz bir hiicre i¢i Ca*? salinimu ile
iliskili oldugunu agikga gostermektedir (Jiang, Chen ve ark. 2008). M.H'ye duyarl
domuzlarda ve farelerde, cesitli cevresel kosullar, cevresel 1s1, egzersiz ve stres gibi
faktorler SR'dan hizlandirilmig kalsiyum salimini tetikleyebilir. Salinan kalsiyumun
SR/ER Ca*2-ATPase (SERCA) tarafindan normal sekestrasyonu yetersizdir ve enerji,
hiicre i¢i Ca*? un diisiiriilmesi amaciyla bosuna bir sekilde harcanir. Muhtemelen,
ATP'nin azalan seviyeleri, zarin biitlinliiglinlin bozulmasina ve potasyum salinimina

yol agmaktadir, ancak islemdeki kesin adimlar kesin olarak gosterilmemistir.

SR membraninda bulunan kusurlu veya bozuk kalsiyum kanali, M.H duyarliligina
neden olur. Bu kanal ryanodin reseptorii (RYRI1) olarak adlandirilir. M.H'ye duyarh
ailelerin %70 kadari, M.H i¢in 34 nedensel mutasyondan birini barindirmaktadir,
ancak daha bir¢cok varyant karakterize edilmistir. Kanal, voltaj degisiminin RyR1
reseptOriine transferine aracilik eden sarkolemmanin T-tiibiil bolgesinde yer alan
dihidropiridin reseptorii (DHPR) Ca*2 kanali gibi birgok baska protein ile yakindan
iligkilidir. RyR1 fonksiyonunda potansiyel veya bilinen rollere sahip olan diger
proteinler, integral SR membran proteinleri (6rnegin, SRP-27, junctate, gecici reseptor
potansiyel katyon kanali (TRPC) ailesi), plazma zar1 ile iligkili proteinlerdir (6rnegin,
CIC-1 klortir kanallar1)(Golini, Chouabe ve ark. 2011). RyR 1'in fonksiyonunu modiile
eden proteinler arasinda FK508 baglayici protein FKBP12, Ca*? baglayic1 protein
kalmodulin, histidin bakimindan zengin Ca*? protein, HRC ve liiminal Ca*? tamponlu
kalsifestrin bulunur. HRC hem triadin hem de SERCA ile etkilesime girdigi bilinen
bir liimen proteinidir ve SR Ca*? alimi ve saliverilmesi arasinda ¢apraz etkilesime
aracilik etmede rol oynadig1 6ne siiriilmistiir (Pritchard ve Kranias 2009). Ryanodin

reseptorii  fonksiyonu ayrica diger post-translasyonel modifikasyonlar ile
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degistirilebilir. Oksidasyon, fosforilasyon ve RyR1'in nitrosilasyonunun her birinin
SR'den Ca*? salimmi modiile ettigi gdsterilmistir (Andersson, Betzenhauser ve ark.
2012).

Dantrolen, M.H'yi spesifik olarak tedavi ettigi bilinen tek ilagtir. Dantrolen'in DHPR'yi
RyR1'e bagl bir sekilde inhibe ettigi , RyR1 proteini iizerindeki belirli bir bolgeye
baglandig1 ve saglam kas hiicrelerinde RyR1 kanal aktivitesini azalttigr bulunmustur
(Bannister 2013). Bununla birlikte, 10 mg/kg'dan daha fazla dantrolen uygulanirsa,
M.H tanis1 gdzden gegirilmelidir. M.H benzeri semptomlarin diger olas1 nedenleri

sepsis, kafa i¢i kanama, zatiire, baklofen yoksunlugudur.

2.7.2. Spastisite

Spastisite, bir {ist motor néron lezyonundan kaynaklanan, kaslarin aralikli veya siirekli
istemsiz aktivasyonlari olarak ortaya ¢ikan diizensiz sensorimotor kontrol bozuklugu
olarak tanimlanmistir (Pandyan, Gregoric ve ark. 2005). Cok ¢esitli merkezi norolojik
bozukluklar1 olan her yastaki hastalarda goriilebilen ve iyi bilinen bir fenomendir.
Spastisite, tek bir travmatik olay veya kronik norolojik kosullardan kaynaklanabilir.
Baz1 iist motor néron patolojisi 6rnekleri arasinda spinal kord yaralanmasi (SCI),
serebral palsi, felg, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve multipl skleroz (MS) bulunur.
Spastisite, diinya ¢apinda yaklasik 12 milyon kisiyi etkilemektedir. Spastisite MS
bozuklugu olan hastalarin %90'1inda goriilen, en sik bildirilen semptomdur (Ashton
2011). Spastisitede goriilen degisiklikler genellikle artan kas tonusu, spazm ve/veya
klonus olarak ortaya c¢ikar. Spastisite herhangi bir zamanda g¢esitli uyaranlarla
tetiklenebilir. Kabizlik, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve basing iilserleri gibi dis faktorler
spastisiteyi ve semptomlarini siddetlendirebilir (Kheder ve Nair 2012). Spastisite,
azalmis eklem hareketliligi, azalmis kas esnekligi ve solunum yolu tikanikligina bagh
uyku bozukluklar1 dahil olmak iizere fonksiyonel olarak sinirlayici ve agrili sekellere
sahip olabilir. Spastisitenin yeri, merkezi sinir sistemindeki (CNS) lezyona baglidir.
Sik sik bel ve bacaklarda goriiliir, ancak iist viicutta spastisite veya agr1 da yaygindir.
Tedavi edilmezse, spastisite diizeltilmesi zor olabilen kifoskolyoz ve kontraktiirler gibi
deformasyonlara yol agabilir. Deformiteler giinliik aktivitelerde, dnemli zorluklara
neden olabilir. Spastisite ¢cok zayiflatict olsa da ila¢ tedavilerine cevap verebilir.
Spastisite tedavisinde amag, hastalarin yan etkileri minumum sekilde, en az miktarda

rahatsizlik ve kisitlama ile yasamalarini saglamak i¢in bu semptomlar: hafifletmektir.
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Spastisiteyi kontrol etmek igin gesitli tedaviler vardir. Fiziksel terapiler, mesleki
tedaviler ve tamamlayict ve alternatif tip dahil olmak iizere tedavi yontemleri ve
portfoyii genistir. Her tedavinin, spastisiteyi tedavi etmede etkili oldugu kanitlanmig
olsa da tedavilerin kendileri de kendi olumsuz etkileriyle gelir. Genel olarak, oral
ajanlar kisa vadede daha ucuzdur ve kullanimi daha kolaydir, ancak saglayabilecekleri
potansiyel faydalardan daha agir basabilecek istenmeyen sistemik etkilere sahiptirler.
Ayni zamanda, bu sistemik ilaglar jeneralize spastisiteli hastalar i¢in daha iyi bir
secenck olabilir (Stevenson ve Playford 2012). Diger yandan, girisimsel tedaviler
prosediirel problemleri, prosediirii gergeklestirmek i¢in egitilmis bir saglayict bulmada
zorluk ve diger komplikasyonlari ortaya ¢ikarmaktadir. Her tedavinin olasi riskleri ve
yararlar1 nedeniyle, hangi tedavi seceneginin en iyi oldugunu belirlemek i¢in hastanin

tibbi gecmisini degerlendirmek énemlidir.

Dantrolenin multipl skleroz ile iligkili spastisitede etkinligine dair kanit, diger
spastisite tiplerinde oldugu gibi ikna edici degildir, ancak vakalarin se¢ilmesi ve
ciddiyeti, sonuglarin degiskenligini aciklayabilir. Genel olarak, multipl skleroz
hastalarinin yaklasik %30'unda ilacin faydali olabilecegi, ancak bazi denemelerin daha
yiiksek veya daha diisiik derecede fayda sagladigi bildirilmistir. Multipl sklerozu olan
ve orta ila siddetli spastisitesi olan 20 hastaya 5 hafta boyunca giinde 4 kez 50 ila 200
mg dantrolen veya plasebo verilmistir. Alt1 hasta dantrolen'den 6nemli 6lglide fayda
saglamis ve hem hasta hem de doktor degerlendirmesi aktif ilac1 plaseboya gore tercih
etmistir (Gelenberg ve Poskanzer 1973). Dantrolenden yararlanan hastalar, spastisite
ve agrili kramplardan kurtulma, sertlik ve klonusta azalma oldugunu bildirdi.
Caligmalar dantrolenin serebral palsili cocuklarda spastisiteyi azaltabildigini
gostermistir. Bununla birlikte, periferik etki tarzina ragmen, gii¢csiizliige ve sedasyona
neden olabilir. Cocuklarda dantrolen sodyum dozlar1 12 mg/kg/giin'e kadardir. Tedavi
genellikle diisiik bir dozda baslatilir ve tolere edildigi sekilde her 5 ila 7 giinde bir
yukari titre edilir (Chung, Chen ve ark. 2011). Yapilan iki kiigiik caph ¢aligmada, 20
hastalik bir grup ve ona paralel 23 hastalik diger gruba, 59 giin boyunca dantrolen ile
plasebo karsilastirmasi yapilmig, dantrolen giinde dort kez 25 mg'dan baslayip
maksimum 100 mg'a titre edilmistir. Capraz deneme sonucunda hastalarin %35'i
plaseboya karsi dantroleni segmis, %20'si plaseboyu tercih etmis ve %45'i tercih

yapmamistir. Daha sonraki bir ¢alisma, 2 haftalik bir siire boyunca sabit bir artan dozaj
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programi kullanarak dantroleni diazepam ile karsilastirmig, ardindan 2 hafta daha
maksimum doz izlenip hem dantrolen hem de diazepam diisiikk ve yiiksek dozlarda
spastisiteyi ve refleksleri azaltmis, ancak bu azalma dantrolen ile daha yiiksek dozlarda
onemli Ol¢lide daha belirgin bulunmustur. Yapilan istatistiki degerlendirmede ise
ilaglar arasinda anlamli fark bulunmamistir (Otero-Romero, Sastre-Garriga ve ark.
2016).

2.8. DANTROLEN SODYUM KONTRENDIKASYONLARI

Alerjik reaksiyonlardan bagka, dantrolenin kisa siireli intravendz kullanimi igin
herhangi bir kontrendikasyon yoktur. Uzun siireli oral tedavi (> 45 giin), karacigerdeki
hasar1 siddetlendirme olasilig1 nedeniyle aktif karaciger hastaligi olan hastalarda
kontrendikedir. Dantrolen, spastisiteli hastalarda lokomosyonun korunmasi amaciyla

kullanim1 da kontrendikedir.

29. DANTROLEN SODYUM HAKKINDAKIi DIGER CALISMALAR

Dantrolen sodyum merkezi sinir sistemi iizerinde belirgin bir etki olmadan
hayvanlarda iskelet kasinin doza bagli gevsemesine neden olur. Kasilma
mekanizmalar1 lizerindeki bu inhibe edici etki, iskelet kas1 i¢in nispeten spesifiktir;
dantrolenin, iskelet kas1 kasilmasinin maksimum depresyonunu olusturan dozlarda
kardiyak veya diiz kasin kasilmasi tlizerinde etkisi yoktur veya ¢ok azdir. Laboratuvar
hayvanlarina oral veya periton igine verilen dantrolen (10 ila 1.600mg/kg), 200 mg/
kg'lik bir oral dozdan 24 saat sonra hala siganda Olciilebilen siirekli kas gevsemesi
saglar. Sicanlarda kas gevsemesi saglamak i¢in minimum etkili doz 25 mg/kg (po) idi,
oysa kas inkoordinasyonu sadece 100 mg/kg'in iizerindeki dozlarda belirgindir.(Ellis
ve Carpenter 1974) Kas gevsemesi i¢in tiim doz araliginda sedasyon ve refleks kaybi
veya korneal refleksde bozulma kayb1 yoktur. Dantrolen, farelerde Straub kuyrugunun
gevsetilmesinde diazepam, klordiazepoksit, ndromiiskiiler bloke edici ajanlar veya
lokal anesteziklerden daha etkili ve spesifiktir ve 6liimciil doz araligi, kas gevsemesi

i¢in olandan oldukg¢a fazladir.

Dantrolen, kalp veya bagirsak diiz kaslari iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir. Acik gogiis
operasyonlu kopeklerde veya saglikli anestezi uygulanmis kdpeklerde dantrolenin

intravenoz inflizyonunu takiben arteriyel ve santral vendz basinglarda, koroner kan
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akisinda, kalp atim hizinda veya kalp ¢ikisinda veya mide, duodenal ve kolonik kasin
kasilma aktivitesinde anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Halotan tarafindan
indiiklenen malign hipertermi sendromlu domuzlarda, dantrolenin, miyokardiyumu
etkilemeden terapétik etkinliginin smirina kadar olan dozlarda verilebilecegini
gosterdi. Bununla birlikte, dantrolenin kendiliginden sigan kalbi iizerine in vitro olarak
etkileri iizerine yapilan bir ¢alismada, ilacin yiiksek konsantrasyonlarinin, kalp atis
hizin1 etkilemeden uzun stireli doza bagimli kasilma azalmasi iirettigini gostermistir.
Kalp kasi dantrolene karsi iskelet kasi kadar belirgin sekilde daha az duyarh

goriinliyordu.

Dantroleninin solunum etkileri 6nemsizdir. Anestezi uygulanmis kedilerde spontan
solunum, kas dolayli olarak uyarildiginda tibialis anterior kasinin kasilmasint %90
oraninda azaltacak kadar intravenoz dantrolen dozlarindan sonra bile devam etmistir.
Bilingli koyunlara verilen 1 ila 30mg / kg'lik intravendz dozlar, solunum hacmindeki
bir artisa bagl gelgit hacminde, hacim hacminde genel bir degisiklik olmadiginda bir
diisiise neden olmustur. CNS depresyonu olmadiginda, solunum merkezi hala
ventilasyonu diizenleyebilir ve inspirasyonu ve ekspirasyonu destekleyen kaslar1 daha
hizl1 hizlandirarak kaslar1 stirerek doku solunmasini destekleyebilir ve boylece tidal

hacimdeki azalmayi telafi edebilir.

60 mg/kg/giin'e kadar dozlarin verildigi iki sican susunda yapilan Omir boyu
caligmalar1, bir susta tiimorlerin goriilme sikliginin artmast durumunda digerinde
belirgin olmadigin1 gdstermistir. Mortalite ile bu tiimorlerin goriilme siklig1 arasinda
iligki yoktur. Dantrolenin hamilelik siiresini gebe birakma veya degistirme yetenegini
bozan, 45mg/kg/glin dozlar1 verilen siganlar, tavsanlar ve maymunlar {lizerindeki
calismalardan higbir kanit yoktur. Ilag gen¢ hayvanlarm biiyiimesi iizerinde veya
yavrularin biiylikligii ve agirligi, 6lii dogum veya anormal fetuslar veya yenidogan

oliimleri iizerinde ciddi veya kalic1 etkiler gdstermedi.

Gecikmis dantrolen tedavisi M.H komplikasyon olasiligin1 arttirir. Siiksinilkolin veya

ucucu anesteziklerin kullanilabilecegi yerlerde dantrolen stoklanmasi dnerilmektedir

(Larach, Gronert ve ark. 2010).

Dantrolen siganlarda etanolle olusturulmus akut gastrik mukozal hasar tizerinde pozitif

yararlar1 gézlemlenmistir. Dantrolen sodyumun, etanoliin neden oldugu gastrik hasar1
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ve malondialdehit seviyelerini dnemli Ol¢iide azalttigt ve antioksidan enzimlerin
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerini dnemli
o6l¢iide arttirdig1 bulundu (Bliylikokuroglu, Taysi ve ark. 2002).

Dantrolen, sicanlarda tiim viicut 1sinlamasi sirasinda eritrositleri oksidatif strese karsi
korur. Dantrolen'in radyasyona maruz kalmadan &nce verildiginde belirgin
antioksidan Ozelliklere sahip oldugu ve radyasyonun neden oldugu hasara karsi
koruyucu etkisinin, kismen lipid peroksidasyonundaki azalmaya ve antioksidan
enzimlerin SOD ve GSH aktivitesindeki artisa bagli oldugu disiiniilmektedir.(Emin
Biiyiikokuroglu, Taysi ve ark. 2003)

Dantrolene sodyum, eritrosit ve efiizyon malondialdehit seviyelerini diisiiriirken, GSH
ve GSH'ye bagimli enzimleri arttirmistir. Bu bulgular, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
histamin kaynakli orta kulak iltihabinda rol oynadigini gostermektedir. Dantrolen
sodyum ile ©n muamele, antioksidan enzim aktivitelerini arttirir ve lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehitin olusumunu azaltir (Ucuncu,
Taysi ve ark. 2005).

Dantrolenin aort iskemisi ve reperfiizyonunun neden oldugu noéronal yaralanma
tizerindeki olast koruyucu etkisini arastirilmasi sonucu daha az vaskiiler proliferasyon,
kanama, 6dem ve noron kaybina katki sagladigi ve iskemiden sonra uygulanan
dantrolenin, omuriligi iskemiye reperflizyon hasarina karsi korumaya yardimci

olabilecegi sonucuna varildi (Kocogullari, Emmiler ve ark. 2008).

Dantrolen, farelerin hiicre kiiltiirtinde bilirubine bagli norotoksisitede nimodipin,
rutenyum kirmizisi ve bazilen mavisi ile ¢ift ve iiclii kombinasyon halinde koruyucu
aktivite gosterir. Dantrolenin tek basma etkili oldugu bulunmamakla birlikte,
bilirubinin neden oldugu ndrotoksisitede kombine uygulamada en potansiyel bilesik

gibi goriinmektedir (Gepdi® remen, Biiylikokuroglu ve ark. 2009)

Dantrolen tedavisi, lipid peroksidasyonunu ve arttirilmig endojen enzimik veya
enzimik olmayan antioksidan savunma sistemlerini 6nledi. Yine dantrolen travmatik
omurilik yaralanmasi tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre sayisin1 dnemli 6l¢iide

azalttr. Sonug olarak, bu calismada gozlemlenen deneysel sonuglar, dantrolen ile

26



tedavinin travmatik omurilik yaralanmasi igin potansiyel faydalara sahip oldugunu

gostermektedir (Aslan, Cemek ve ark. 2009).

2.10. DEPRESYON VE MODELLERI

Depresyon sik goriilen, uzun siireli ataklar1 olan ve yineleme gosteren, ciddi fiziksel
ve psikososyal yeti kaybina neden olan psikiyatrik bir hastaliktir. Depresyon, yasam
boyu prevalansi yaklasik %15-20 olan major bir hastaliktir (Kessler, Berglund ve ark.
2005). Depresyonun neden oldugu yeti kayb1 sosyal ve mesleki alanlarda olabilir ve
kisinin aile diizeni ile ekonomik durumuna ciddi olumsuz etkiler yapabilir. Bununla
birlikte depresyon birey kadar c¢evresi ve bakimini iistlenenler iizerinde de ciddi
olumsuz etkiler yaratir. Depresyon karamsarlik, kendine bakmama, 6zgiliven kaybi,
sugluluk hissi, kararsizlik ve motivasyon kaybi gibi emosyonel belirtilerin yani sira;
diisiinme ve hareketlerde gerileme, libido kayb1, uyku bozukluklar1 ve istah kaybi gibi
biyolojik belirtilerle karakterizedir. Etiyolojisinde anahtar belirleyici olarak stresin
rolii vurgulansa da yariya yakininda genetik yatkinlik s6z konusudur (Levinson 2006).
Insandaki depresyona benzer tabloyu olusturmak igin c¢esitli deneysel hayvan
modelleri olusturulmustur. Bunlarin bir kismi fiziksel yontemlere dayanirken bir kismi
kimyasal ajanlarla olusturulan deneysel modellerdir. Depresyon benzeri tablo

olusturmak igin farelerde en ¢ok kullanilan modeller:

2.10.1. Reserpin Etkisi

Reserpin ve tetrabenazin uygulanmasiyla monoamin tiiketiminin fizyolojik ve
davranigsal etkilerinin incelenmesini saglayan, deney hayvanlarinda gelistirilen en
eski depresyon modelidir. Hipoterminin serotonerjik agonistlerle ve katalepsinin beta
adrenerjik agonistlerle diizeltilebilmesi deneyin ¢ikis noktasidir (Le&o, Sarmento-

Silva ve ark. 2015).

2.10.2. Apomorfine Bagh Hipotermi

Dopamin agonisti apomorfinin neden oldugu hipotermi, antidepresan bilesiklerle
tersine c¢evrilir. Bu etkinin, bilesigin noradrenerjik terminallerdeki dopaminerjik
reseptorler lizerindeki agonist etkisinden kaynaklanmasi muhtemeldir. Test kendi
basina depresyonun davranigsal semptomlarindan herhangi birini taklit etmeye
calismaz, ama basit¢e noradrenalinin sinaptik konsantrasyonlarinin yiikselmesinde rol

oynayan bilesiklerin aktivitesini ortaya ¢ikarir. Yiiksek norepinefrin seviyelerinin basit
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In vivo gostergesi olarak, bu testin bu aktiviteye sahip bilesiklerin tanimlanmasinda

yararlt oldugu kanitlanmistir (O'Neil ve Moore 2003).

2.10.3. 5-Hidroksitriptofana Bagh Davrams Degisiklikleri

Serotoninin sinaptik konsantrasyonlarini artirabilen ajanlari tanimlamak i¢in benzer
bir mekanizmaya sahiptir. Baslangicta siganlarda gelistirilen fakat farelerde daha rutin
olarak kullanilan basit in vivo test, S-Hidroksitriptofan (5-HTP) 'mn uygulanmasiyla
indiiklenen davranis sendromunu giiclendirmedeki potansiyelini Olgerek artan
serotonin seviyelerini tespit eder. Bu test in vivo olarak nispeten hizli ve dogru bir
SSRI potansiyeli indeksi saglar. Bu testler, serotonin veya norepinefrin diizeylerinin
yiikselmesinin, depresif semptomlardan kurtulmada rol oynadig hipotezine dayanan

antidepresan eylem i¢in dngoriisel gegerlilik sunar (Sanchez, Bogeso ve ark. 2004).

2.10.4. Psikostimulan Yoksunlugu
Insanlarda psikostimulan yoksunluguna eslik eden anhedoninin depresyon ve
sizofrenideki negatif belirtilerin modeli olarak hayvanlarda genellikle amfetamim

tirevi maddelerle olusturulan bir modeldir (Barr, Zis ve ark. 2002).

2.10.5. Ogrenilmis Caresizlik

Tekrarlayan sekilde kagamayacaklari soka maruz birakilan hayvanlarin,
kagabilecekleri kosullarda dahi kagmamalar1 depresyondaki Ggrenilmis ¢aresizligin
hayvandaki karsilig1 olarak kabul edilmektedir. Depresyonda 6grenilmis caresizlik
hipotezi, depresyonun kontrol edilemeyen ¢evresel strese 6grenilmis yanit oldugunu
one siirer. Bu testte temel ilke, hayvanin hosuna gitmeyen sonuca engel olamayacagi
bir diizenege yerlestirilmesidir. Iki bolmeli diizenegin bir bdlmesinde hafif elektrik
soku uygulanirken, diger bolmede sok uygulanmaz. Uygulamanin diger bir sekli, tek
bir bolme i¢inde hayvanin miidahalesiyle soku sona erdirecek bir pedalin
yerlestirilmesidir. Sok dncesinde 151k ya da ses uyaraninin tekrarlanmasiyla hayvanlar
kisa siirede soka engel olmay1 6grenebilirler. Antidepresan tedavi uygulanmasi, kagma
davraniginda meydana gelen gecikmeyi azaltir ve 6grenilmis ¢aresizlik olusturulabilen

hayvan oranini diigiiriir (Rybnikova, Mironova ve ark. 2007).

2.10.6. Zorunlu Yiizme Testi
Zorunlu ylizme testi, Porsolt’un, 6grenmeyle ilgili kullanilan bir bagka test olan Morris

su tankinda, su tanki igerisinde platformu bulamayan siganlarin bir siire sonra
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hareketsiz kaldiklar1 gézleminden yola ¢ikarak gelistirdigi bir testtir (Porsolt, Anton
ve ark. 1978). Porsolt’un zorunlu yiizme testi olarak da bilinen bu test, depresyon
arastirmalarinda, 6zellikle de antidepresan tedavi taramalarinda, en sik kullanilan
hayvan modelidir. Bir sican ya da fare, su doldurulmus bir silindir tanka
konuldugunda, hareketsiz kalincaya kadar gegen siire ve belli bir siire i¢inde ne kadar
hareketsiz kaldig1 Olc¢lilmektedir. Yirmi dort saat sonra tekrar tanka yerlestirilirse
hareketsizlige kadar gecen siirenin daha da kisaldig1 goriiliir. Hareketsizlik kagmaya
yonelik davranista 1srarin kaybolmasi “davranigsal umutsuzluk™ olarak yorumlanir.
Zorunlu yiizme testi aslinda 6grenilmis caresizlige benzer olarak, kagamayacagi bir
strese maruz kalan hayvanin kagma cabasinin sona ermesi iizerine kuruludur. Iki
tekrarlayan uygulama arasinda antidepresan tedavi uygulanip hayvanin yanitindaki
degisim gozlenmektedir. Antidepresan ilacglar hareketsiz kalmaya kadar gecen siireyi
uzatip, toplam hareketsiz gecen siireyi azaltirlar. Uygulamanin kolayligi nedeniyle bu

model yaygin olarak kullanilmaktadir (Cryan, Markou ve ark. 2002).

2.10.7. Kuyruktan Asma Testi

Hayvanlarin kuyruklarindan asili tutulduklar1 ve sonrasinda hareketsiz kalmalarina
kadar gecen siirenin 6l¢iildiigii, zorunlu yiizme testindeki gibi davranigsal umutsuzluk
tizerine kurulu bir modeldir. Antidepresan ila¢ uygulamalar1 hareketsizlik siiresini

kisaltir (Basar ve Ertugrul 2005).

2.10.8. Olfaktor Bulbektomi

Sican ve farelerin olfaktor bulbuslarinin bilateral alinmasi, hayvanlarda depresyona
benzer davranissal, norokimyasal, néroendokrin ve néroimmunolojik degisikliklere
yol agmaktadir. Klasik olarak degerlendirilen davranis, acik alan testinde artmis
hareketliliktir. Bu degisiklikler akut antidepresan tedavisine yanit vermezken, kronik

uygulama ile diizelmektedir (Nowak, Szewczyk ve ark. 2003).

2.10.9. Kronik Hafif Stres

Kronik hafif stres modelinde, denekler nispeten hafif siddette stresére maruz birakilir.
Bunlar arasinda izole olarak kafeslere konmasi, gece-giindiiz dongiisiiniin bozulmasi,
yemek ve sudan mahrum birakilmasi, kafeslerine egim verilmesi, sarsilmasi, kafesin
zemininin 1slak tutulmasi sayilabilir. Bu stresorler birkag saatligine doniisiimlii olarak

uygulanir, bu uygulama haftalar ya da aylar siirebilir. Sonugta hayvanlarda ‘anhedoni’
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olarak degerlendirilebilecek davranigsal degisiklikler ve kardiyovaskiiler degisiklikler
gozlenir (Grippo, Beltz ve ark. 2003).

2.10.10. Sosyal Stres

Bu depresyon modelinde, hayvanlar arasindaki sosyal iliskilerin neden oldugu stres
kullanilmistir. Kiigiik gruplar ya da ciftler halinde barindiklari zaman hayvanlar
arasinda bir hiyerarsi olugsmaktadir. Gruplar arasinda baskin karakteri olmayan
farelerde anksiyete benzeri davraniglar gériilmeye baslanir. Anksiyetenin etkisi ile
farelerin hareket ve davranislarinda, yeme-igmede ve sosyal etkilesimde azalma

goriilmektedir (Nestler ve Hyman 2010).

2.10.11. Genetik Modeller

Genetik yaklagimlar hem depresyonun genetik belirleyicilerini tanimlamada hem de
klinik beklenti ve talepleri daha yakindan karsilamada yeni modeller iiretme imkani
sunar (Henn ve Vollmayr 2005). Genetigin ilerletilmesinde yaygin olarak kullanilan
bir diger strateji, sican ve farelerde basariyla uygulanan secici iiremedir. Selektif
lireme, depresyon veya antidepresan benzeri davranis paradigmalarinda bireysel cevap
verme konusundaki farkliliklardan yararlanir. FST'deki diisiik hareketsizlik seviyeleri
icin yetistirilmis olan Rouen depresif fareler bu kiimeye en iyi 6rnektir (El Yacoubi,
Bouali ve ark. 2003).

2.11. ANKSIYETE VE MODELLERI

Anksiyete; giinlikk islerde performansi etkileyen ve halk sagligi igin yiiksek bir
maliyete yol agan, ciddi psikiyatrik durumdur ve endiseli davranislarin kaynagi
genellikle tanimsiz ya da bilinmemektedir (Campos, Fogaca ve ark. 2013). Bu nedenle
anksiyete ve stresin hayvan modelleriyle gelistirilmesi, anksiyolitik ilaglarin
farmakolojik mekanizmalarini ve potansiyel klinik etkilerini ortaya ¢ikarmada 6nemli
yer tutar. Hayvan anksiyete modelleri, yaklagsma-kaginma durumlarinin neden oldugu
zit motivasyonel durumlar1 iretebilecek c¢atisma durumlarina dayanmaktadir.
Anksiyete organizmanin biyolojik bir korunma sistemi olup potansiyel bir tehlike
karsisinda ortaya cikarak organizmanin tehlikeli durumdan sakinarak yasaminin
devam etmesini saglar. Bilimsel ¢alismalarin sonuglari; gama aminobutirik asid
(GABA), benzodiazepin reseptorii-Cl™ iyonoforu kompleksi, noradrenerjik sistem ve

serotonerjik sistem olmak iizere dort temel santral norotransmitter sisteminin hem
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normal hem de patolojik degisikliklerin anksiyete olusumunda ve siirdiiriilmesinde en
onemli mekanizmalar oldugunu gostermektedir. Bu temel ndrotransmitter
sistemlerinin yani sira dopaminerjik noronlar ve kolinerjik néronlarin da uyung ve
dikkati artirarak anksiyete gelisimine minimal diizeyde katki sagladig: diistiniilmekle
birlikte antidopaminerjik ve antikolinerjik ilaglarin belirgin bir anksiyolitik etkisinin
olmamast dopaminerjik ve kolinerjik sistemlerin anksiyete ile direkt iliskisini
desteklememektedir. Hipotalamo-hipofizer yolagin anksiyete ile aktif oldugu
bilinmektedir. Temel ndrotransmitter sistemleri disinda santral noropeptidler olan
kolesistokinin ve P maddesi, santral sinir sisteminin GABA disindaki diger inhibitor
norotransmitteri olan adenozinin ile birlikte santral nitrik oksidin de anksiyete

gelisiminde rolii tartisilmaktadir.

2.11.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yerden belli bir yiikseklikte iki acik ve iki kapali kolu olan art1 seklinde bir deney
diizenegidir. Farkli boyutlarda hazirlanarak fare ve siganlar i¢in kullanilabilir. Kapali
kola konulan hayvanin agik kola girmesi i¢in gecen siire ve bu kolda kalis siiresini
degerlendirmek icin kullanilir. Anksiyolitik ajanlarin bu siireleri artirdigi bulunmustur.
Yiikseltilmis art1 labirent diizeneginin Y-maze ve Q-maze gibi gesitleri de vardir.
Kafesinden alinan denekte yeni gevre ve yiikseklik anksiyeteye yol acar (Arantes,
Tejada ve ark. 2013).

2.11.2. Yiikseltilmis T-labirent Testi

Fare ve sigan igin farkli ebatlarda ve pleksiglasdan hazirlanan, genellikle yerden 40
santimetre yiikseklikteki, ti¢ kollu bir deney diizenegidir. Hayvanin kapali kolu terk
etmesi i¢in gegen siireler ile acik kolu terk etmesi i¢in gecen siire degerlendirilir.
Diismeleri 6nlemek i¢in, agik kollarin, 1 cm yiiksekliginde bir pleksiglas jantla
¢evrelenmesi uygundur (Bulos, Pobbe ve ark. 2015).

2.11.3. Acik Alan Testi

Daire, kare, dikdortgen seklinde ve ortami isiklandirilmis degisik formlar1 vardir.
Hayvanin tiirline gore farkli ebatlarda hazirlanan, tabani ¢izgili bélmelere ayrilmus,
etraft duvarlarla cevrili, Ustii agik pleksiglasdan yapilmis bir kutudur. Agik alana

birakilan hayvanda anksiyete davranisi; hayvanin kendi ortamindan alinip tek basina
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bilmedigi bir ortama birakilmasi ve agorofobi dedigimiz genis alan korkusu olmak
tizere iki faktor tarafindan tetiklenir. Belli siire i¢erisinde hayvanin yatay diizlemdeki
hareketleri, dikey diizlemdeki hareketleri (arka ekstremiteleri iizerinde yiikselme),
kasinma davranisi ve defekasyon sayisi tespit edilir. Saglikli olmayan hayvanlar
bolgede daha az hareket etme egilimindedir. Duvarlara yakin durmay1 ve kenarlarda
daha fazla hareket etmeyi tercih eden fareler, kaygiya benzer davranis belirtileri
gosterirken daha az kaygi sahibi olan fareler, kutunun merkezi, a¢ik alaninda daha

fazla zaman harcama egilimindedir (Kraeuter, Guest ve ark. 2019).

2.11.4. Merdiven Testi

Anksiyolitik aktiviteyi 6lgmek ic¢in yapilan hizli ve basit bir yontemdir. Etrafi
duvarlarla gevrili, iistii agik, bes basamaktan olusan bir merdiven ile yapilir. Deney
hayvaninin ¢ikti§i basamak sayisini arttiran ilaglar anksiyolitik, vertikal diizlemde

arka ekstremiteleri lizerinde yaptig1 hareketlerin sayisini azaltan ilaglar da sedatif etkili

olarak kabul edilir (Ago, Takahashi ve ark. 2007).

2.11.5. Sosyal Izolasyon Testi

Annesinden ayrilmig on giinliik yavru siganlarin ¢ikardigi duyulamayan gigliklarin,
siklik ve siddetinin ultrasonik titresimlere duyarli bir mikrofonla kaydedilmesi esasina
dayanir. Anksiyolitik maddelerin bu ¢igliklar azalttigi bulunmustur. Farelerde erken
sosyal izolasyonun postsinaptik, serotonerjik reseptdr gen transkripsiyonunda, motor
hiperaktivitesinde ve davranissal disinhibisyonda giiclii degisikliklere neden oldugu

bildirilmistir (Bibancos, Jardim ve ark. 2007).

2.11.6. Sosyal Etkilesim Testi

Agirliklaria ve cinsiyetlerine gore gruplandirilan hayvanlar ¢iftler halinde 6nce kendi
ortamlarinda daha sonra farkli bir ortamda tutulup, bu ortamlardaki diger farelerle ile
uyumu, takip etme, kasinma, kavga etme, timar etme gibi davraniglarinin gézlenmesi

esasina dayanir (Linck, da Silva ve ark. 2010).

2.11.7. Delikli Kutu Testi

Zemini 2,2 cm ¢apinda 16 delikten olusan bir diizenektir. Hayvanlar 30 dakika
boyunca diizenegin orta kismina birakilarak bulunduklar1 yeri tanimalar1 saglanir.
Uyum doneminden sonra kutuda kat ettikleri yol, arka ekstremiteleri iizerinde

yiikselmeleri ve gittikleri delik sayilar1 kaydedilir (van Gaalen ve Steckler 2000).
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2.11.8. Yabanc1 Kokuya Maruz Birakma

Hayvanda herhangi bir agriya neden olmadan duygusal durumunu degistirir. Kedi
idrar1, kedi digkisi, kedi tliyli ya da dogrudan kedinin kendisi ile kars1 karsiya kalan
siganda meydana gelen korku hayvanin dogustan kazandigi bir duygudur. Dogal
stresorlere kars1 dogal cevabin tespiti i¢in uygun bir testtir (Blanchard, Yang ve ark.
2001).

2.11.9. Sarth Zitlagsma Testi

Su ve yem vererek 6diillendirme ya da ayak soku vererek cezalandirma ilkesine
dayanir. Iki temel tipi vardir ve modeller Geller ve Vogel isimleriyle anilir.

Geller Seifter Zitlasma Testi:

Cezalandirma esasina dayanir. Deneyin ilk boliimiinde 6zel bir kafes i¢ine konulup,
bir siire a¢ ve susuz birakilan hayvan, kafesteki pedala basinca sekerli su verilerek
odiillendirilir. Bu donemde hayvanin pedala kag kez bastigi kaydedilir ve daha sonra
odiillendirme cezalandirma donemine gecilir. Bu donemde her pedala basista
odiillendirme yapilir es zamanli olarak hayvanin ayagma elektrosok uygulanarak

cezalandirma da yapilir. Ancak ses veya 1sik uyaraniyla cezalandirma donemine

ve Seifter 1960).

Vogel Zitlasma Testi :

Temel olarak Geller Seifter testine benzer, ancak Vogel testinde elektriksel uyari
belirli araliklarla hayvan su igerken verilir. 24 saat susuz birakilan siganlarin 5 dakika
su almasina izin verilir, daha sonra su kabin1 her 21. yalamada ayaktan elektriksel sok
uygulanir. Toplam test siiresi 3 dakikadir. Bu siire i¢cinde hayvanlarin aldiklar1 sok

sayilir (Frye, Petralia ve ark. 2000).

2.11.10. Savunmaya Yonelik Gomme Testi

Duvarlarla ¢evrili test aletinin zeminine konulan dikdortgen seklindeki materyale
elektriksel uyaran verilmesi ve deney hayvaninin elektrik soku almasi gibi istenmeyen
durumlarda bagimi altina sokacak sekilde gobmmesi esasina dayanir (Sena, Bueno ve

ark. 2003).
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2.11.11. Ayak Soku Testi

Hayvanlarin elektrik sokuna duyarliligini test etmek icin kullanilan bir yontemdir.
Deney diizenegi, tabani elektrik jeneratdriine bagl 1zgarayla kapli bir kutudan olusur.
Kutunun i¢ine konulan hayvanin her seferinde elektrik soku almasi sonucu verdigi
tepkilerin test edilmesi esasina dayanir. Sigrama sayist, ses ¢ikarma sayisi kayit altina
alinir ve ayak soklar1 iki farkli yogunlukta 0,2 mA ve 1,6 mA olarak uygulanabilir
(Karakilic, Kizildag ve ark. 2018).

2.11.12. Dort Tabaka Testi

Cihaz, birbirinden 4 mm araliklarla ayrilmis dort metal plaka (11x8 cm) ile dosenmis
bir kafesten olusmaktadir. Zemini dort esit pargaya boliinmiis diizenek igerisine
birakilan hayvana maksimum 0,5 saniye siiren 2 mA’lik elektrik soklar1 verilir ve bu

stire igindeki bolme gegme sayis1 kaydedilir (Dziubina, Szmyd ve ark. 2016).

2.12. OGRENME BELLEK VE MODELLERI

Ogrenme, insanin hafizasinda daha énce yer almayan bilgileri edinmesi ve sonucunda
davraniglarinda olusan degisiklikleri ifade ederken; hafiza ise Ggrenilen bilgilerin
beyinde yer etmesi, saklanmas1 ve geri ¢agirilmasi basamaklarini kapsamaktadir. insan
hafizasinin nasil isledigine dair yillardir farkli bilim insanlari tarafindan bir¢ok hafiza
modelleri ortaya konmustur (Baddeley 2012). Bu modeller birbirlerinden farkli
olmakla birlikte hafizay1 bilginin depolanma siiresine gore kisa donemli hafiza ve uzun
donemli hafiza olarak ikiye ayirmak miimkiindiir. Anatomik olarak beyindeki hafiza
bolgesinin tespiti ile ilgili yapilan ¢aligmalarin ilki 1950°1lerde epilepsi tedavisi amactyla
temporal lobektomi uygulanan hastalarin hafizalarinin etkilenmesi ile ortaya konmustur.
Bu tedavi hipokampiis bolgesini hafiza ile iliskilendirilmesini saglamigtir. Sol
hipokampiisiin daha fazla sozel hafiza ile sag hipokampusun mekansal hafiza ile iliskili
oldugu disiiniilmektedir (Chen, Chuah ve ark. 2010). Hipokampus boélgesinin bilgiyi
saklama ve geri ¢agirma iglevlerini kimyasal olarak nasil gerceklestirdigine dair ortaya
atilan en 6nemli hipotezler plastisite, (i¢ ve dis uyaranlara bagli olarak sinapslarin yapi1 ve
fonksiyonlarindaki uzun dénemde olusan degisim) ve engram teorisidir (engram hiicreleri
olarak tanimlanan ve belirli bir tip hafizanin olusmasinda primer rol oynayan hiicreler)

(Ekstrom ve Ranganath 2018). Ogrenme ve hafiza ile iliskilendirilen ndrotransmitterler
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ise basta glutamat olmak iizere GABA, dopamin, asetilkolin, serotonin ve norepinefrindir
(Lovinger 2010).

2.12.1. ki Obje-Yeni Obje Tanima Testi

Bu test, kemirgenlerin, bilinen bir nesneyle karsilastirildiginda yeni bir nesneyi
aragtirmak i¢in daha fazla zaman harcama egilimine dayanmaktadir. Yeni nesneyi
kesfetme sec¢imi, 6grenme ve tanima hafizasinin kullanimini yansitir. Yeni nesne
tanima gorevi, agik bir alanda iki farkli nesne tiiriiyle gergeklestirilir. Her iki nesne de
genellikle yiikseklik ve hacim olarak tutarli, ancak sekil ve goriiniim agisindan
farklidir. Alisma sirasinda, hayvanlarin bos bir alan1 kesfetmelerine izin verilir.
Aligkanliktan yirmi dort saat sonra, hayvanlar ayn1 mesafeye yerlestirilmis iki 6zdes
nesne ile tanidik arenaya maruz birakilmaktadir. Ertesi giin, farelerin tanidik nesnenin
ve uzun siireli tanima hafizasini test etmek i¢in yeni bir objenin varliginda agik alanmi
kesfetmesine izin verilir. Her bir nesneyi kesfetmek icin harcanan zaman ve ayrimcilik

indeksi ylizdesi kaydedilir (Chen, Chuah ve ark. 2010).

2.12.2. Gecikmeli Su Labirenti Testi

Su labirent tankinda gegirilen siire boyunca kacis gecikmesi, hareket mesafesi ve hizini
gozlemleyerek ve kaydederek mekansal bellegi ve calisma bellegini test etmek igin
tasarlanmistir. Boya, opak hale gelinceye kadar suya eklenir ve gizli bir platform su
yiizeyinin yaklagik 1 cm altina yerlestirilir. Su tankinin dortte licli gorsel isaretlerle
cevrelenir. Denekler, su tankinin hemen istiinde yiizen bir video izleme sistemi ile
izlenir ve 1ilgilenilen parametreler Ethovision yazilimi kullamilarak kaydedilir.
Denekler randomize platform konumlar1 ve birakma yerleri ile test edilir. Her glin dort
doksan saniyelik deneme yapilir. Denemeler fareler {i¢ saniye boyunca gizli
platformda durdugunda veya doksan saniye gegtikten sonra sona erer. Referans bellek
protokoliiniin aksine, platform konumu giinliik olarak degistirilir. Denekler, her
yeniden konumlandirmada platformun yeni yerini 6grenmek zorundadir. Basarili bir
sekilde 6grenen denekler, her giin dort denemede kagis gecikmesinde azalma oldugunu

gostermektedir (Oshiro, Beasley ve ark. 2015).

2.12.3. Korku ile Sartlandirma
Korku ile sartlandirma, farelerin belirli bir n6tr kosullu uyaran ile olumsuz bir kosulsuz

uyaran (genellikle hafif bir elektrik soku) iliskilendirmeyi 6grendigi ve Kosullu bir
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tepki gosterdigi, bir tiir iliskisel 6grenme gorevidir. Tekrarlanan ikili uyarilardan
sonra, fareler notr uyarandan da korkmayi Ogrenir. Davranigsal, genetik ve
farmakolojik caligmalar i¢in faydali olan ¢ok kararli ve uzun siireli bir davranis

degisikligi tiretilir (Shoji, Takao ve ark. 2014).

2.12.4. Modifiye Barnes Labirent Testi

Modifiye Barnes testi, CNS bozukluklarinin kemirgen modellerinde biligsel agiklarini
degerlendirir. Test, platformun merkezi ¢evresinde halka seklinde ¢ok sayida kagis
deligi bulunan dairesel bir platformda yapilir. Parlak iist aydinlatma, hayvani bir kagis
borusuna bagli hedef kagis deligini aramaya tesvik eder ve 151k kagmayi tesvik edici
bir uyaran olusturur. Labirentin etrafina yerlestirilen gorsel ipuclart mekansal algi i¢in
islev goriir.

Her denemenin basinda fare platformun ortasina yerlestirilir ve hedef kagis deligini
bulmak i¢in belirli bir siire verilir. Bir hayvan, siire dolmadan hedef kacis deligine
girerse, deney sona erer. Hedef delige zamaninda girmeyen hayvanlar delige
yonlendirilir ve hedef ¢ikis deliginin konumu giinliik olarak tasinir, diger bilesenler
ayni kalir. Deneklere toplam dort deneme yapilir. Denemeler, Ethovision ile kaydedilir

ve kagis gecikmesi, hareket mesafesi ve hiz i¢in 6l¢iiliir (Gawel, Labuz ve ark. 2016).

2.12.5. Morris Su Labirenti

Morris Su Labirenti, 30 yildan daha uzun bir siire 6nce Richard Morris tarafindan
tanitilmis ve laboratuvar kemirgenlerinde mekansal 6grenmeyi degerlendirmek i¢in
halen siklikla kullanilmaktadir. Dairesel bir havuz bir pigment eklenerek opak hale
getirilmis suyla doldurulur. Hayvanlarin sudan su yiizeyinin hemen altina gizlenmis
kiiciik bir platforma kagmalar1 gerekir. Platformun konumu yalmizca su labirent
havuzunu c¢evreleyen uzak gorsel isaretlere gore kodlanabilir ve bdylece uzamsal
bellek kullanilir. Dengeli gorsel ipuglari, havuz etrafindaki bir perde kullanilarak veya
test odasinda farkli yerlere yerlestirilmis nesneler kullanilarak saglanabilir.

Farelerin yiizme yolu bir kamera kullanilarak kaydedilir ve gizli platforma ulasmak
icin gecikme siiresi, yol uzunlugu, kadranlardaki siire, hiz gibi mekansal 6grenme
performansinin farkli yonlerini tanimlayan parametreleri hesaplanir (Gallagher,

Burwell ve ark. 2015).
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2.12.6. Nesne-Lokasyon Bellegi Testi

SSS bozukluklart i¢in yapilan kemirgen modellerinden biri olup 6zellikle mekansal
bellek degerlendirilir. Bu test, kemirgenlerin, bilinen bir nesneden daha yeni bir
nesneyi kesfetmek i¢in daha fazla zaman harcama ve ayrica bir nesnenin yerini
degistirdiginde tanima egilimine dayanmaktadir. Test agik alanli bir arenada yapilir ve
ilk giin alistirilan hayvanlar ertesi gilin, benzer malzemeden fakat farkli sekillerdeki
dort nesne arenaya getirilir. Ilk denemede, hayvanin dért nesneyle arenay:
kesfetmesine izin verilir. Bundan kisa bir siire sonra yapilan ikinci denemede, hayvan,
ikisinin sabitlenmis pozisyonlari olmasi haricinde, dort cisimle tekrar karsilasir.
Denemeler, arenanin iizerine monte edilmis bir kamera kullanilarak kaydedilir ve
nesneleri koklamak i¢in harcanan siire boyunca puanlanir; nesne-konum ayrimeilik

endeksi hesaplanir (Vogel- Ciernia ve Wood 2014).

2.12.7. Pasif Sakinma Testi

Pasif Kaginma gorevi, yeni kimyasal varliklarin 6grenme ve hafiza iizerindeki
etkilerini degerlendirmek ve bilissel aktiviteleri incelemek igin faydalidir. iki bolmeli
diizenek kullanilir. Blmelerden biri karanlik ve hayvana elektrik soku uygulanmasina
uygun sekilde olup, diger bolme aydinlik ve hayvanin elektrik soku almadigi bolmedir.
Karanlik bolmeye gecme siiresi kaydedilir. Eger ikinci kez aydinlik bolmeye konulan
hayvan elektrik soku alacagini anlayarak karanlik bolmeye gecmez ise olay1 6grenmis

kabul edilir (Shabani, Dahmardeh ve ark. 2018).

2.12.8. T ve Y Labirent Testleri

Bu testler, kemirgenlerin yeni bir ¢evreyi kesfetme istekliligine dayanmaktadir, yani
bilinen bir kol yerine labirentin yeni bir kolunu ziyaret etmeyi tercih etmektedir. T
testinde T harfi seklinde kollar ve Y testinde ise, birbirinden 120° agiyla ii¢ beyaz,
opak plastik kol bulunur. Labirentin merkezine girdikten sonra, hayvanlarin ii¢ kolu
serbestce kesfetmesine izin verilir. Tekrarlanan denemelerle, hayvanlar daha 6nce
ziyaret edilen bir kola girme egilimi gostermemelidir. Her kola giris sayis1 ve toplam
deneme siiresi kaydedilir. hipokampiis bagimli mekansal bellegi tanimlamak igin
kullanilir (Ghafouri, Fathollahi ve ark. 2016).

37



3. GEREC VE YONTEM

3.1. KIMYASAL MADDELER

Bu calismada Dantrolen Sodyum (sigma), Imipramin (sigma), Diazepam (deva),
Skopolami (sigma) kullanilmistir. Tiim ilaglar serum fizyolojik i¢inde ¢6ziindiiriilerek
deney sabahi taze olarak hazirlanmis ve intraperitoneal (i.p.) olarak 25 g’lik agirlik
basina 0,4 ml olacak sekilde deneylerden 45 dakika 6nce verilmistir. Kontrol grubuna

%0,9 serum fizyolojik (SF) verilmistir.

3.2. DENEY HAYVANLARI

Bu ¢aligmada 25-35 gram agirliginda 9 haftalik 220 adet erkek BALB/c cinsi fare
kullanildi.  Fareler Sakarya Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi’nden
(SUDETAM) temin edildi. Deney siiresince 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik siklus
icerisinde, yem ve sudan kisitlama yapilmaksizin uygun laboratuar kosullarinda; 22 +
1°C’lik oda 1s1s1 ve %55-60 nem oraninda her grupta 7-10 hayvan olacak sekilde
randomize olarak gruplandandirildi. Davranis deneyleri SUDETAM laboratuarinda ve
hergiin ayn1 saatlerde (09:00-14.00) gergeklestirildi. Tiim deney hayvanlari sadece bir
tedavi grubu igin kullanildi. Tiim deneyler etik kurallara uygun sekilde Sakarya
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 04/04/2018 tarih ve 16 sayil
karar ile gerceklestirildi.

3.3. DENEYLER

3.3.1. Zorunlu Yiizme testi (ZYT)

ZYT fareler tek baglarina 23-25°C sicakliginda su igeren Pleksiglas silindirlere (¢ap
12 cm) birakilirlar ve orada 6 dakika boyunca tutulurlar. Bu durum kagamayacaklari
bir durum oldugu icin, hayvanlar ¢abucak hareketsiz hale gelirler, dikey pozisyonda
su ustiinde dururlar ve sadece kafalarini su tistlinde muhataza etmelerini saglayacak
kiigiik hareketler yaparlar. 6 dakikalik test siiresinin son 4 dakikasindaki hareketsizlik
(immobilizasyon) zamani kaydedilir). Bu testte, antidepresan-benzeri etki gdsteren
ilaglarin hareketsizlik siiresini kisalttiklar1 ve hayvanlarin ortamdan ¢ikmak i¢in daha

cok caba gosterdikleri gdzlemlenmektedir.
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Gruplar:

Kontrol (n=10)

Imipramin 30 mg/kg (n=10)
Dantrolen Sodyum 1 mg/kg (n=10)
Dantrolen Sodyum 3 mg/kg (n=10)
Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)

3.3.2. Yiikseltilmis arti-labirent testi (YALT)

Anksiyete ile iligkili davranis yiikseltilmis arti-labirent testi ile 6l¢iiliir. Deneyler hafif
aydinlik, yar1 ses-gecirgen, masa lambasi ile aydinlatilmis (80 lux) odada yapilir.
Labirent tahtadan yapilmistir ve iki acik (29 cm uzunluk x 5 cm genislik) ve iki kapali
kollart (29 cm x 5 cm x 15 cm yiikseklikte duvarlari olan) birbirlerini ¢aprazlarlar ve
Sem’lik kare seklinde merkez kismi olustururlar. Labirent yerden 40 cm
yiiksekliktedir. Her bir fare yiizii agik kollardan birine bakacak sekilde labirentin
merkezine yerlestirilir, ve labirenti incelemesine izin verilir. Ag¢ik kol aktivitesi

asagidaki sekilde degerlendirilir:

l)art1 labirentte harcanan toplam zamana gore (300s) agik alanda harcanan zaman,
yiizde olarak ifade edilir 2) hem ag¢ik hem kapali kollara toplam giris sayisina gore agik
kollara toplam giris sayisi, ylizde olarak ifade edilir. Bu degerler farede anksiyete

gostergesi olarak kabul edilir.
Gruplar:

Kontrol (n=10)

Diazepam 2 mg/kg (n=10)
Dantrolen Sodyum 1 mg/kg (n=10)
Dantrolen Sodyum 3 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)
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3.3.3 Pasif Sakinma Testi
Bu diizenek iki bolmelidir. Bolmelerden biri karanlik ve hayvana elektrik soku
uygulanmasina uygun sekilde tasarlanmistir. Digeri aydinlik ve hayvanin elektrik soku

almadig1 bolmedir.

Pasif sakinma testinde fareler ilk giin aydinlik kompartmana yerlestirilirler. Eger fare
karanlik kompartmana gecerse kaginilmaz bir ayak soku (0.25mA/saniye) uygulanir.
Karanlik kompartmana girmek i¢in gecen zaman kaydedilir. Herhangi bir hayvan 300
saniyede aydinlik kompartmandan karanlik kompartmana gegmeyi basaramazsa deney

dis1 birakilir.

Kazanim (acquisition trial) denemesinden 24 saat sonra retansiyon denemesi yapilir.
Retansiyon denemesinde sok uygulanmaz. Aydinlik b6lmeye konulan hayvan elektrik
soku alacagini anlayarak karanlik bolmeye gecmez ise olay1 6grenmis kabul edilir.
Retansiyon siiresinin kazanim siiresine gére uzamasi daha iyi bellek fonksiyonunun

gostergesidir.

Gruplar:

Kontrol (n=10)

Skopolamin 0,6 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 1 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 3 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)

Skopolamin 0,6 mg/kg + Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)

3.3.4 Morris Su Labirenti
Hipokampusa bagli mekansal (spatial) 6grenme bellegi 6lcer. Bu cihaz 90 cm ¢apinda
siyah bilyeler veya boya kullanilarak opak hale getirilen 22 C dereceye 1sitilmis su ile

doldurulan dairesel bir havuzdan olusmaktadir. Havuz 4 esit kadrana ayrilir.

Ik 5 giin, farenin birakildig1 noktalardan (3 farkli nokta) platforma ulasincaya kadar
gecen siire kaydedilir. 6. giin ilag enjeksiyonlar1 yapilip, Etovizyon-XT video takip
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etme sistemi kullanilarak 1 dakika boyunca platformun oldugu kadranda harcanan

zaman ve platforma ortalama uzaklik degerlendirilir.
Gruplar:

Kontrol (n=10)

Skopolamin 0,6 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 1 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 3 mg/kg (n=10)

Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)

Skopolamin 0,6 mg/kg + Dantrolen Sodyum 9 mg/kg (n=10)

3.3.5 Lokomotor Aktivite (Acik alan testi)

Verilen ilaglarin hayvanlarin motor aktivitelerine olumlu veya olumsuz etkilerinin
olup olmadigini degerlendirmek iizere bu test yapilmaktadir. Lokomotor aktivite kare
bir arenada (40x40 cm) acgik alan testi kullanilarak oOlgiiliir. Hayvanlar cihazin
merkezine yerlestirilir ve davraniglart Etovizyon-XT video takip etme sistemi
kullanilarak 5 dakika boyunca kaydedilir. Lokomotor aktivite cihazda katedilen
toplam mesafe ve hayvanlarin hizi 6l¢iilerek degerlendirilir. Testler dncesinde ilaglarin
verilmesinden sonra farelerin lokomotor aktiviteleri Olclilecek ve lokomotor
aktiviteleri bozuk olan fareler deney dis1 birakilacaktir. Lokomotor aktiviteyi
degistiren ilaglar, ZYT ve (+) labirent testinde yalanci negatif ve pozitif sonuglara
neden olabilmektedir. Bu nedenle ilaglarin ZYT de saptanan antidepresan-benzeri
etkilerinin ve (+) labirent testinde saptanan kaygi giderici etkilerinin hayvanlarda
olusabilecek lokomotor aktivite degisikliklerine bagli olup olmadigini degerlendirmek
amaciyla tiim deneklerin motor aktiviteleri degerlendirilmis ve bozuk olanlar deney

dis1 birakilmastir.
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3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Sonuglarin degerlendirilmesinde tek-yonliit ANOVA Post-hoc Tukey testi veya iki-
yonliit ANOVA Post-hoc Dunnett testi kullanilmistir. Sonuglar ortalama+S.H.O olarak

verilmigtir.
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4. BULGULAR

f‘r.l. DAN.TI.KOLEN SOD"YUMTI{N ZQRUNLU S.{I"J'ZME TESTINDE
IMMOBILIZASYON SURESI UZERINE ETKISI

Farelerde ilaglarin antidepresan benzeri etkilerinin gosterilmesi amaciyla uygulanan
ZYT’de referans ilag olarak imipramin kullanilmaktadir. Imipramin, 5-
HT/noradrenalin gerialim inhibit6rii olarak immobilizasyon siiresini kontrol grubuna
gore anlamli olarak kisaltmistir (p<<0,001 Sekil 4). Bu bulgu, kullandigimiz yontemin
antidepresan  aktiviteyi degerlendirmede gilivenilir bir yontem oldugunu
kanitlamaktadir.

Dantrolen sodyumun antidepresan benzeri etkisinin arastirildigt ZYT’de
hayvanlarin 6 dakikalik test siiresinin son 4 dakikasinda immobil olarak kaldiklar1 siire
sekil 1’de gosterilmistir. Sekil 4’deki gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda sadece
imipramin ve kontrol gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (F(49,4)=14,216,
P<0,01). Dantrolen 1, 3 ve 9 mg/kg dozunda farelerde ZYT’nde immobilizasyon siiresi

lizerine istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermemistir. ( p>0,05) (Sekil 4).

Zorunlu ylzme testi
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kontrol imipramin 30 dantrolen 1 dantrolen 3 dantrolen 9
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4: Imipramin ve Dantrolen Sodyum’un ZYT’nde immobilizasyon siiresi
tizerine etkisi. Degerler ort.+S.H.O olarak bildirilmistir. * = p<0,001, (kontrol

grubuyla karsilastirildiginda)
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4.2 DANTROLEN SODYUM’UN YULSELTILMIiS ARTI LABIRENT ) .
'_I.'ESTI'NDE ACI.K.KOLA GIRIS SAYISI VE ACIK KOLDA KALIS SURESI
UZERINE ETKISI

laclarin kayg: iizerine olan etkilerinin gdsterilmesi amaciyla kullanilan (+) labirent
testi degerlendirilirken 2 kritere bakilir:

1) Deney hayvaninin 5 dakikalik (300 sn) test sliresince (+) labirent testinde agik kola
giris sayisinin, toplam (agik+kapali) kollara giris sayisina oraninin yiizdesi

2) Deney hayvaninin (+) labirent testinde agik kollarda kalis siiresinin, toplam deney
stiresine (5 dakika) oraninin ytizdesi

Bulgularin degerlendirilmesinde bu iki gostergenin aymi yonde degistirilmesi ve
bunlardan ikisinin veya birinin istatistiksel olarak anlamli olmasi yeterli kabul
edilmistir. Bu testin kullanildig1 yayinlarda bu iki gostergeden herhangi biri ile elde
edilen, istatistiksel olarak anlamli bulgunun kaygi siddetini yeterli oOlg¢iide
yansitabilecegi bildirilmistir.

Farelerde ilaclarin kaygi giderici etkilerinin gdsterilmesi amaciyla kullanilan (+)
labirent testinde referans ilag¢ olarak kullanilan diazepam, acik kola giris say1s1 ve agik
kolda kalis siiresi %’sini kontrol grubuna gore artirmistir (sirastyla p<0,01 ve p<0,001
sekil 5a,b). Bu sonuglar, (+) labirent testinin kaygi diizeyini belirlemede giivenilir bir
yontem oldugunu ispat etmektedir.

Dantrolen soduyumun anksiyolitik etkisinin arastirildigi (+) labirent testinde
hayvanlarin 5 dakikalik test siiresinde agik kola giris sayis1 yiizdesi F(49,4)=5,153
p<0,05 bulunmustur. (Sekil 5a) Ac¢ik kolda kalis siiresi %’leri ise F(49,4)=8,916
p<0,0001 bulunmustur. (Sekil 5b) Dantrolen sodyum acik kola giris sayis1 %’sini
anlamli sekilde artirmigtir (p<0,01 (sekil 5a) Agik kolda kalis siiresi %’sini ti¢ dozda
da anlamli sekilde arttirmistir (p<<0,001). (Sekil 5b)
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Yikseltilmis Arti Labirent Testi
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Sekil 5a : Diazepam ve Dantrolen Sodyum’un yiikseltilmis (+) labirent testinde agik
kola giris sayisi lizerine etkisi. Degerler ort.+S.H.O olarak bildirilmistir. * = p<0,01
(kontrol grubuyla karsilagtirildiginda)

Yikseltilmis Arti Labirent Testi

— 70
n
&
*
= 60 * *
:g *
— 50
n
o
%)
ur
= 30
<
~
< 20
a
0
< 10
>
(G
< kontrol diazepam 2 dantrolen 1 dantrolen 3 dantrolen 9
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 5b : Diazepam ve Dantrolen Sodyum’un yiikseltilmis (+) labirent testinde agik
kolda kalis siiresi tizerine etkisi. Degerler ort.£S.H.O olarak bildirilmistir.
*=p<0,001, (kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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4.3 DANTROLEN SODYUM’UN PASIF SAKINMA TESTINDE OGRENME
VE BELLEK UZERINE ETKISI

flaclarin 6grenme ve bellek iizerine olan etkilerinin gosterilmesi amaciyla yapilan
testlerden biri de pasif sakinma testidir. Bu deney sirasinda deney hayvanlari ilk giin
maksimum 300 saniyelik test siiresince karanlik alana gegis siireleri kaydedilir. ikinci
giin ila¢ uygulanan deney hayvanlarinin karanlik alana gecis stireleri karsilagtirilir.
Eger ikinci kez aydinlik bolmeye konulan hayvan elektrik soku alacagini anlayarak

karanlik bolmeye gecmez ise 6grenmis kabul edilir.

Farelerde ilaclarin 6grenme ve bellek iizerine etkilerinin godsterilmesi amaciyla
kullanilan pasif sakinma testinde referans ilag olarak kullanilan skopolamin, karanlik
alana gegcis siiresini kisaltmistir.(p<0,05) Bu sonug pasif sakinma testinin 6grenme ve

bellek diizeyini belirlemede giivenilir bir yontem oldugunu ispat etmektedir.

Dantrolen sodyumun O6grenme, bellek ve bozulmus bellek {izerine -etkisinin
arastirildigr pasif sakinma testinde hayvanlarin maksimum 5 dakikalik test siiresinde
karanlik alana gecis siireleri kaydedilmis olup, ilk giin ilag uygulamayan gruplar
arasinda anlamli fark bulunamamustir. (F(63,5)=1,025; p>0,05) (Sekil 6a) Ikinci giin
ilag uygulamasi1 akabinde uygulanan deney sonuglarina gore yalnizca skopolamin
verilen grupla kontrol grubu arasinda fark bulunmustur. (F(63,5)=3.143; p<0.05)
(Sekil 6b)
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pasif sakinma testi 1. glin
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kontrol skopolamin 0,6 dantrolen1  dantrolen3  dantrolen 9 dantrolen
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 9+skopolamin

Sekil 6a: Skopolamin ve Dantrolen Sodyum ve kombinasyon gruplarinin pasif

sakinma testi lizerine etkisi. Degerler ort.£S.H.O olarak bildirilmistir.
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kontrol skopolamin 0,6 dantrolen1  dantrolen3  dantrolen 9 dantrolen
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KARANLIK ALANA GECIS SURESI (S)

Sekil 6b: Skopolamin, Dantrolen Sodyum ve kombinasyon gruplarinin pasif sakinma
testi iizerine etkisi. Degerler ort.#S.H.O olarak bildirilmistir.
*=p<0,05 (kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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4.4 DANTROLEN SODYUM’UN MORRIS SU LABIRENTI TESTINDE
OGRENME VE BELLEK UZERINE ETKISI

Mlaclarin 6grenme ve bellek iizerine olan etkilerini tespit etmeye yarayan diger ve en
onemli testlerden biri de Morris Su Labirenti testidir. Deney sirasinda Etovizyon-XT
video takip etme sistemi kullanilarak farelerin 1 dakika boyunca kagis platformun
oldugu kadranda harcadiklar1 zaman, platforma ortalama uzaklik ve ortalama hizlar
hesaplanmistir. Bellegi bozdugu bilinen skopoamin referans ilag olarak kullanilmis ve
kacis platformunun oldugu kadranda harcanan zamani azaltip platforma olan ortalama
uzakligi arttirmistir. Bu bulgular, kullandigimiz yontemin Ogrenme ve bellek
degerlendirmede giivenilir bir yontem oldugunu kanitlamaktadir.

Dantrolen soduyumun o6grenme bellek ve bozulmus bellek iizerine etkisinin
arastirildigi Morris su labirenti testinde hayvanlarin 1 dakikalik test siiresinde tiim
hareketleri kamera yardimiyla kaydedilmis olup, sonrasinda yapilan istatistik
calismasina gore kagis platformunun oldugu kadranda harcanan zaman
degerlendirmesinde skopolaminin kontrol grubuna gore anlamli fark olusturdugu
bulunmustur. ( F(66,5)=5,730 p<0,05) Ancak dantrolen sodyum her {i¢ dozda ve
skopolamin ile kombine olarak verildig grupta kontrol grubuna goére fark

yaratmamustir. (Sekil 7a)

morris su labirenti testi

45

40

35
3
2 *
2
1
1

kontrol skopolamin 0,6 dantrolen 1 dantrolen 3 dantrolen 9 dantrolen
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 9+skopolamin

KACIS PLATFORMU KADRANINDA
HARCANAN ZAMAN (S)
w o (€] o (€] o

o

Sekil 7a: Skopolamin, Dantrolen Sodyum ve kombinasyon gruplarmin morris su
labirenti testi izerine etkisi. Degerler ort.£S.H.O olarak bildirilmistir.
*=p<0,05 (kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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Morris su labirentinin bellek {izerine etkisini belirlemede degerlendirilen diger
parametre ratlarin platforma olan ortalama uzakliklaridir. Yapilan istatistik sonucunda
skopolaminin kontrol grubuna goére platforma olan ortalama uzakligi arttirdigi
bulunmustur. ( F(66,5)=5,530 p<0,05) Ancak dantrolen sodyum her ii¢ doz grubunda
ve skopolamin ile kombine olarak verildigi grupta kontrol grubuna gére anlamli fark

yaratmamustir. (Sekil 7b)
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kontrol skopolamin 0,6  dantrolen 1 dantrolen 3 dantrolen 9 dantrolen
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 9+skopolamin

Sekil 7b: Skopolamin, Dantrolen Sodyum ve kombinasyon gruplarinin morris su
labirenti testi izerine etkisi. Degerler ort.£S.H.O olarak bildirilmistir.
*=p<0,05 (kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

Deney Oncesi lokomotor aktivite testi ile biligsel faaliyetlerinde fark olmadig: tespit
edilen farelerin Morris su labirenti testindeki ortalama hizlarinin karsilastirilmasi
sonucunda da higcbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

(F(66,5)=2,216 p>0,05) (sekil:7c)
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morris su labirenti testi
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Sekil 7c: Skopolamin ve Dantrolen Sodyum ve kombinasyon gruplarinin morris su

labirenti testinde ortalama hiz iizerine etkisi. Degerler ort.£S.H.O olarak bildirilmistir.

4.5 LOKOMOTOR AKTIiVITE OLCUMU

llaclarmn ZYT de saptanan kaygi giderici ve (+) labirent testinde saptanan
antidepresan-benzeri etkileri, morris su labirenti tesinde ve pasif sakinma testinde
bakilan 6grenme ve bellek etkilerinin lokomotor aktivitede olusan degisikliklere bagl
olup olmadigini anlamak igin fareler, bu testlerden dnce lokomotor aktivite dlgme
aletine konmus ve 5 dakika siiresince katettikleri mesafe ve total hareketleri
Etovizyon-XT video takip etme sistemi ile kaydedilerek spontan lokomotor aktiviteleri
Olglilmiistiir. Yapilan istatistik sonucuna gore salin, dantrolen 1, 3 ve 9 mg/kg,
diazepam 2 mg/kg, imipramin 30 mg/kg, skopolamin 0,6 mg/kg ve dantrolen 9 mg/kg
ile kombine skopolamin 0,6 mg/kg dozlarinda ilaglar uygulanan ratlarda anlamli fark
tespit edilmemistir. Bu deneyin sonucu olarak hayvanlar diger deneylere

katilmiglardir. (F(63,7)=7,270, p>0,05) (sekil:8)
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lokomotor aktivite testi
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Sekil 8: salin, diazepam, imipramin, skopolamin, dantrolen ve kombinasyon
gruplarinin lokomotor aktivite testinde gidilen mesafe lzerine etkisi Degerler

ort.+S.H.O olarak bildirilmistir.
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5. TARTISMA

Yaklasik yetmis yil Once iproniazid antidepresan olarak kabul edilen ilk molekiil
olarak kesfedilmistir. 1954'te, tiiberkiiloz hastalarinin tedavilerine eklenerek kaygi
giderici etki yaptig1 goriilmistiir. Bu sonuglardan sonra, iproniazid ilk antidepresan ve
monoamin oksidaz inhibitérii (MAO-I) ailesinin ilk tiyesi olarak belirlenmistir
(Loomer, Saunders ve ark. 1957). Es zamanli olarak, imipramin de depresyon
tedavisinde etkili bulunmustur. Bu noktada tamamen yeni bir yaklasim olan monoamin
depresyon teorisi ortaya ¢ikmustir. Giiniimiizde monoaminlerin ana roli
tartisstilmamakla birlikte depresyonun patogenezi ve etiyolojisini tam olarak

tanimlamamaktadir.

Depresyon klinik olarak farelerde gogaltilamayan psikolojik, noroendokrin ve somatik
semptomlarin patolojik bir kompleksi olarak tanimlanmaktadir. Bu sebeple deneysel
olarak olusturulan hayvan depresyon modellerinin en giivenilir ve en diisiik maliyetli
olanlarinin basinda zorunlu yiizme testi gelmektedir (Holmes 2003). Biz de
calismamizda bu sebeple dantrolen sodyumun antidepresan etkisini fareler {izerinde

gozlemlemek i¢in bu testi kullandik.

Zorunlu ylizme testinde farelerin immobilizasyon siiresi antidepresan etkiyle
iliskilendirilmistir. Hareketsizlik kac¢inilmaz bir duruma adaptif bir cevap olarak
goriilebilir. Hareketsizligin baslangict yorumlanmasi zor olsa bile, insanlardaki
davranigsal umutsuzluga yol agan strese yapisal benzerligi sebebiyle depresyon
etyolojisine de 151k tutabilir (Geyer ve Markou 1995). Bilinen antidepresan ilaglarin
%94'tiniin farelerde hareketsizlik siiresini azalttigi gosterilmis ve antidepresanlari
noroleptik ve anksiyolitiklerden ayirdigi i¢in antidepresanlari tespit etmek amaciyla
uygun bir model oldugu kanisina varilmistir (Borsini ve Meli 1988). ZY T nin iKinci
bir ozelligi, akut ila¢ tedavilerinin bu modelde etkili olmasidir. Bu olumlu
ozelliklerinin yaninda testin duyarliligi sudaki dalgalar, silindirin ¢ap1, suyun derinligi,
ilag uygulamasi ve test arasinda gecen siire, suyun sicakligi, laboratuar sartlari,
hayvanlarin yas1 ve cinsiyeti gibi ¢cok sayida parametreden etkilenmektedir. Cinsiyet
lizerine yapilan caligsmalar erkek ve disi farelerin fakli dozlarda ilag uygulamasina
kars1 farkli duyarhiliklart oldugunu bu yiizden deneyde erkek farelerin kullanilmasinin

daha uygun oldugunu gostermis ve dstrojen dongiisiiniin antidepresan cevabi cinsiyete
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bagl olarak kismi bir bi¢imde de olsa degistirebilecegi Ongorillmiistiir (Kokras,
Antoniou ve ark. 2015). Biz de deneyimizde testin duyarliligini korumak adina 8
haftalik sadece erkek fareler kullandik.

Dantrolen periferik etkili bir kas gevsetici olmakla birlikte santral sinir sistemi
tizerinde uyusukluk, bas donmesi, bas agrisi, sersemlik, sarhosluk hissi ve sinirlilik
gibi yan etkiler yaptig1 bilinmektedir. Yiiksek derecede lipofilik yapisi merkezi etki
gostermesini kolaylastirirken serotonin gibi depresyonda rolii bilinen reseptorler
tizerine etkisi tam olarak aydinlatilamigtir. Antidepresan etkisini aydinlatmak amaciyla
plandigimiz calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz imipraminin (30
mg/kg) farelerde immobilazasyon siiresini anlamli olarak kisalttigint ancak
dantrolenin tiim dozlarda kontrol grubundan anlamli olarak fark yaratmadigini tespit
ettik. Istatistiki olarak anlamsiz olmakla birlikte dantrolen tiim dozlarinda salin
grubuna gdre immobilizasyon stirelerini arttirmistir. Bu sonuglar dantrolen sodyumun
antidepresan etki olusturmadigini gostermekle birlikte deney sirasinda dantrolenin
temel etkisiyle farelerde meydana gelen periferik kas gevsemesinin immobilize kalis
stiresinde artisa neden olabilecegini ve farelerin dar silindir i¢inde yiizme hareketlerini

kisitlayarak hareketsizlik siirelerini arttirma olasiligini da diigtindiirmiistiir.

Sonu¢ olarak bulgularimiz dantrolen sodyumun zorunlu yiizme testinde fareler
tizerinde antidepresan etki olusturmadigi ancak bu negatif goriinen sonucun ilacin

temel farmakodinamik etkisine bagli olabilecegi yoniindedir.

Anksiyete, diinyadaki toplam niifusun sekizde birini etkilediginden psikofarmakoloji
giinden giline 6nemini artiran bir arastirma alan1 olmustur. Anksiyete bozukluklarinin
fiziksel belirtileri, viicuttaki hemen hemen her organ iizerinde etkili olan, adrenalin ve
kortizol gibi stres hormonlarindan kaynaklanmaktadir. Tedavi edilmeyen anksiyete
bozukluklari, artmig kan basinci, kalp carpintisi, gégiis agrisi, hiperkapni, terleme, kas

gerginligi, huzursuzluk, mide bulantisi ve ishal gibi birgok semptom ortaya ¢ikarabilir.

Psikopatoloji i¢in kulanilan hayvan modelleri; genetik, cevresel ya da farmakolojik
nedenlerin, belirli bir bozuklugu olan hastalara esdeger olan semptomlar1 ortaya
cikaran sebeplerin ¢oklugunun analizinde paha bigilmez bir ara¢ haline gelmistir.
YALT fare, kobay, hamster ve gerbil gibi tiirler i¢in gelistirilen, anksiyete arastirmalari

i¢in en popiiler davranis testlerinden biridir. Labirent yerden yiiksektedir, boylece agik

53



kollar bilinmeyenlik, agiklik ve yiikseklik unsurlarinit birlestirir. YALT acik alanlara
yonelimleri konusunda kemirgenlerin dogal olarak yoksunluguna dayanmaktadir.
Kesif ile yiliksek acik alanlara yonelik isteksizlik arasinda uyusmazlik kullanilmakta
ve kesif ile yaklasim-kaginma ¢atismasinin unsurlarini icermektedir. Bu nedenle, test
genellikle kosulsuz bir sekilde kendiliginden davranigsal ¢atisma modeli olarak anilir
(Bourin 2015). Kafeslerinden alinip test platformuna konulan fareler genellikle, kapali
kollar1 tercih edip, agik koldan kaginma ile karakterize edilen bir davramis sekli
gosterecektir. Bu egilim anksiyolitikler tarafindan bastirilir ve anksiyojenik ajanlar
tarafindan kuvvetlendirilir. Anksiyete Olgiitleri, agik kollara girislerin sayisinin tim
kollara giris sayisina boliimii ile elde edilen yiizde ve deney siiresince agik kollarda

harcanan zamanin yiizdesi olarak belirlenir.

Gliniimiizde kisilik arastirmacilar1 kaygi ve korkunun iki farkli davranis sistemi
oldugunu kabul etmislerdir (Depue ve Lenzenweger 2005). Korku sistemi anksiyolitik
ilaglara karst duyarsizdir, anksiyete ise Onleyici davranis ve gelismis risk
degerlendirmesini icerir. Buna gore, kayginin temel 6zellikleri arastirma davranigini
ve yenilik arayisini da artiran anksiyolitik ilaglara karsi hassastir. Norotransmitter
diizeyinde yapilan caligmalar Gama Amino Butirik Asid (GABA)-Benzodiazepin
Reseptorii-Cl iyonofor kompleksi, noradrenerjik sistem ve serotonerjik sistemin hem
normal hem de patolojik anksiyete olusumunda ve siirdiiriilmesinde 6nemli rollere
sahip oldugunu ortaya koymustur. YALT’ndeki anksiyolitik benzeri etkilere
duyarlhilik ise, benzodiazepin ve GABA ile iliskili bilesiklerle smirli kalmis ve
noradrenerjik ve dopaminerjik mekanizmalara etki eden antidepresanlarla akut veya
kronik olarak etki gostermemistir (Borsini, Podhorna ve ark. 2002). Bu sebeple, testin
pozitif kontrol ilaci olarak bizim de kullandigimiz gibi diazepam tercih edilmektedir.
GABA merkezi sinir sistemindeki en iyi bilinen inhibitér nérotransmitterdir. Merkezi
sinir sistemindeki sinapslarin yaklasik %40’inda inhibisyondan sorumludur. GABA
presinaptik ve postsinatik bolgelerin her ikisinde de inhibitor etki olusturabilmektedir.
Postsinaptik bolgede bir¢ok etkisini GABA-A reseptorii lizerinden gdstermektedir.
1980’lerin basinda yapilan calismalarla GABA reseptorlerinin benzodiazepin ve
barbiritiirat gibi sedatif ve anksiyolitik etkili ilaclarin etki ettigi reseptorlerle ve kloriir
iyonoforuyla beraber kompleks bir noéronlarda inihibisyondan sorumlu yap1

olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir (Braestrup ve Nielsen 1980, Olsen 1982). GABA
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reseptor kompleksine baglanan benzodiazepinler GABA’y1 aktive ederler ve bunun
sonucunda Cl kanali agilir ve postsinaptik bolgeye cok sayida klor iyonu gegerek
inhibitor etkiler meydana getirir (Brick ve Erickson 1998). Bir benzodiazepin tiirevi
olan diazepam yaptigimiz ¢alismada da YALT nde farelerin hem agik kola giris say1
yiizdelerini hem de agik kollarda kalig siirelerini anlamli sekilde artirdi. Dantrolen
sodyumun 9 mg/kg dozu diazepam kadar olmak tizere tiim dozlarinin farelerin agik
kollara giris sayis1 yilizdesini anlamli sekilde artirdigini; agik kollarda kalis siirelerini
ise her li¢ dozda da diazepam kadar anlamli olarak arttirdigini tespit ettik. Bu sonuglar
bize dantrolen sodyumun dogrudan veya dolayli olarak anksiyolitik etkileri oldugunu

distindlirmiistiir.

Kalsiyumun anksiyete etiyolojisindeki rolii uzun yillardir iizerinde durulan bir
konudur. Kalsiyum kanal blokerleri kalsiyum metabolizmasini ve kalsiyumun
tasinmasint yiiksek derecede etkiler. Kalsiyum rolii ig¢in kanitlar zayif kalsa da
kalsiyumu etkileyen ilaclar anksiyete bozukluklarmmin tedavisinde faydali olabilir.
Verapamil, duygudurum bozukluklarin1 tedavi etmek i¢in denenmis ve tardiv
diskinezili hastalarda etkili oldugu bulunmustur (Hoschl ve Kozeny 1989). Diger bir
caligmada farelerle yapilan YALT nde diltiazem ve verepamilin anksiyolitik etkileri
bulunmustur (Krishna, Kumar ve ark. 2001). Bununla birlikte, anksiyete bozukluklar
min tedavisinde kalsiyum kanal blokerlerinin kullanimi ile ilgili yayinlarin sayisi
gorece olarak azdir. Kalsiyum kanallarinin P, Q, R, L, T ve N tipi olmak iizere genel
olarak bilinen alt1 formu vardir. L tipi kalsiyum kanallari, en iyi bilinen ve 6zellikle
hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak kullanilan 1,4-dihidropiridinlerdir. Ancak L
tipi kalsiyum kananllarinin dort alt tipi oldugu ve bulundugu dokulara goére spesifik
islevleri olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Fare on beyinindeki azalmig L2 ve 3 tipi
kalsiyum kanal aktivitesi anksiyete benzeri davranislari arttirdigi bulunmustur (Lee,
Ra ve ark. 2012). Voltaj bagimli kalsiyum kanallarindan delta iki subuniti iizerinden
etki ederek pregabalinin de yaygin anksiyete hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir (Wensel, Powe ve ark. 2012). T tipi kalsiyum kanal blokerleri ise,
epilepsi, agri, obezite, uyku ve anksiyete acisindan potansiyel terapotik hedefler olarak
kabul edilir. T tipi kalsiyum kanallarinin V3.2 olarak isimlendirilen izoformunun
eksikliginin farelerde anksiyeteyi arttirdig1 gosterilmistir (Gangarossa, Laffray ve ark.

2014). Dantrolen sodyumun riyanodin reseptorlerinin yaninda Ltipi kalsiyum
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kanallarindan kalsiyum akimimi da inhibe ettigi bilinmektedir (Bannister 2013).
Dantrolenin anksiyolitik etkisinin kismen kalsiyum kanallarini bloke etmesiyle ilgili

olmas1 muhtemeldir.

Stresli bireylerin kan serumlarinda anksiyete veya depresyondan muzdarip
olmayanlardan daha az diizeyde antioksidan seviyelerine sahip olduklari goriilmiistiir
(Saki, Bahmani ve ark. 2014). Hiicrenin mitokondrisinde yer alan oksidatif
fosforilasyon, aerobik solunumda ATP'nin ana kaynagidir. Bu oOnemli siirecin
dezavantaji serbest oksijen ve azot radikallerinin tiretilmesidir. Tipik olarak hiicresel
solunumun zararli bir bileseni olarak tarif edilmesine ragmen, yaralanma veya
enfeksiyona hiicresel cevaplar, sinyal ve mitoz gibi normal fizyolojik siire¢lerde yer
alirlar. Bununla birlikte, oksidatif stres, aerobik metabolizma sirasinda iiretilen
oksidan maddeler ile nétralizasyon islevini yerine getiren antioksidan savunma sistemi
arasinda denge degistirildiginde ortaya ¢ikar. Bu hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan bir dizi koruyucu mekanizma igindeki disfonksiyonun gostergesidir.
Stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimatik sistemde bulunur.
Enzimatik olmayan sistem ise alfa-tokoferol (E vitamini), askorbik asit (C vitamini),
flavonoidler, polifenol bilesikleri ve mineraller (6rnegin, ¢inko, bakir ve selenyum)
gibi bilesikleri icerir (Halliwell 2007). Uzun siireli veya yiiksek oksidatif stres
durumunun sonucu, apoptoz ile sonuglanan baslica hiicresel makro molekiil gruplarina
zarar verir. Beynin viicutta en yiiksek oksijen tiiketim oranlarindan birine sahip organ
oldugu g6z oniine alindiginda, antioksidan savunma mekanizmalar1 ve oksidatif
stresdeki en kiiglik dengesizlikler noronlara zarar verebilir (Kasote, Hegde ve ark.
2013). Fosfodiesteraz 2 (PDE2) inhibisyonunun, farelerde oksidatif strese bagli
anksiyeteyi 6nleyebildigi bulunmustur (Masood, Huang ve ark. 2009).

Dantrolenin linoleik asit peroksidasyonunda inhibisyon yaparak oksidatif stresi
azalttigi bulunmustur (Biiylikokuroglu, Gilgin ve ark. 2001). Yine dantrolen
uygulamasinin, lipid peroksidasyonunu 6nledigi, malondialdehit seviyesini azaltarak
antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidazi arttirarak antioksidan aktiviteyi
arttirdigr tespit edilmistir (Biiylikokuroglu, Cemek ve ark. 2008). Antioksidan terimi
genig bir kavrami temsil etmekle birlikte dantrolenin anksiyolitik etkisinin
olusumunda oksijen radikallerini azaltmasi ve/veya antioksidan enzim diizeylerini

arttirmas1 mekanizmalariyla katki yapmasi kuvvetle olasidir.
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Noroanatomik alanlar ve dokularla ilgili yapilan caligmalar raphe g¢ekirdekleri,
hipokampus ve amigdalanin anksiyete olusumunun noérolojik merkezleri oldugunu
diisiindiirmektedir (Nunes-de-Souza, Canto-de-Souza ve ark. 2002). Bu alanlarda
sitokinlerin, 6zellikle de IL-2 etkisinin anksiyete ve benzeri davraniglarin olusumunda
kritik bir yere sahip oldugu dile getirilmistir (Pawlak, Schwarting ve ark. 2005,
Karrenbauer, Ho ve ark. 2009). Dantrolen sodyumun anksiyolitik etkisi sozii edilen
noranatomik yapilar iizerindeki noroplastisite tizerine etkisi ve sitokinler tizerine

yapilacak daha detayli calismalarla aydinlatilmasi muhtemeldir.

Ogrenme, Amerikan Psikoloji Dernegi’nin tanimina gére beceri ve bilginin edinilmesi
iken, bellek edindigimiz seyin ifadesidir. Bugiine kadar oldukc¢a fazla sayida ¢alisma
O6grenme ve bellegin mekanizmasini aydinlatmak amaciyla yapilmistir. Siiphesiz bu
caligmalardan en Onemlilerinden biri Ivan Pavlov tarafindan yapilmistir. Yemek
verilmeden Once zil sesiyle uyrarilan kopeklerin daha sonra yemek ile zil sesi
arasindaki iliskiyi 6grenerek salya salgilamaya baslamalari klasik kosullanma deneyi
olarak adlandirilmistir. Edward Thorndike tarafindan ise edimsel kosullanmanin ilk
tanimi yapilmistir (Thorndike 2017). Daha sonra ise yazarin kendi adiyla anilan
‘Skinner Kutusu’ ile edimsel kosullanmanin ilkeleri belirlenmistir (McLeod 2015).
Ogrenmenin sadece gozlemle de olabilecegi 6diil mekanizmasindan bagimsiz olarak
gerceklesebilecegi ise Albert Bandura tarafindan gosterilmistir (Bandura 2017).
Tarihsel bu siirecte bir¢ok teori ve farkli mekanizma ortaya atilmakla birlikte 6grenme
asosiyatif ve nonasosiyatif olarak ana iki basliga boliinmistiir. Bellek ise kisa siireli

ve uzun stireli bellek olarak iki temel béliimde ele alinmustir.

Gergekten tehdit edici uyaranlara veya durumlara karsi sakinma korkunun temel bir
ozelligidir. Aynm1 zamanda, gercek tehdit yoklugunda asir1 derecede sakinma,
bireylerin yasam kalitelerini ciddi sekilde bozabilir ve anksiyeteye yol acabilir
(Barlow 2004). Bu gibi durumlarda, kaginma adaptasyon degerini kaybeder ve tepkiye
dontisebilir. Sakinmada adaptif bozukluk olmasi genis bir zihinsel hastalik
yelpazesinin merkezi bir dzelligidir (Amir, Kuckertz ve ark. 2013). Ornegin, Obsesif
Kompulsif Bozuklugu olan kisiler, kirletici maddelerle temas potansiyelinin yiiksek
oldugu durumlardan sakinma egilimindedir, Travma Sonras1 Stres Bozuklugu hastalari
ise tekrarlayan anilarindan sakinmakta ve sosyal fobikler grup toplantilarina

katilmaktan kendilerini sakinmaktadirlar (Schneier, Rodebaugh ve ark. 2011). Zihinsel
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bozukluklarin teshis Kitabinin en son baskist (DSM-5; Amerikan Psikiyatri Birligi,
2013), daha once sadece korku ile ilgili olan bir¢ok tani kriterinde sakinmay1 da
koymustur. Son yillarda davranissal sinirbilim arastirmalari, sakinma ile 6grenmenin
sinirsel bagntilar1 hakkindaki goriisiimiizii bilyiik 6l¢iide genisletmistir. Ornegin,
insanlarda bu sekilde Ogrenmenin amigdala aktivasyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Phelps ve LeDoux 2005). Kemirgen c¢aligmalarinda, amigdala,
infralimbik prefrontal korteks ve prefrontal striatal devrelerin sakinma ile 6grenmede
rol oynadig1 gosterilmistir (Moscarello ve LeDoux 2013, Bravo-Rivera, Roman-Ortiz
ve ark. 2014). Bu gibi bulgular Pavlov benzeri 6grenme siireglerinin sakinma
davranigini nasil sekillendirdigi konusundaki anlayisimizi daha da arttirmaya yardimci
olmaktadir. Bizim de uyguladigimiz Pasif sakinma testi iki bolmeli deney
mekanizmasinda farenin aydinlik bolgeden karanlik bélmeye ge¢meyi tercih etmesi,
akabinde ayak soku almasiyla sonuglanir. Yirmi dort saat sonra tekrar acik bolmeye
konulan farelerin karanlik alana gegmekten sakinmay1 6grenmesi beklenir. Test edilen
ila¢ veya madde, skopolaminle olusturulan amneziyi hafifletiyorsa yaslanmaya bagh
demanstaki bilissel fonksiyonlari iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir (Misane ve
Ogren 2003). Skopolamin, kan-beyin bariyerini asarak SSS’ne girer ve muskarinik
sinapslarda saliverilen asetilkoline karsi, muskarinik reseptorler igin yarigir
(Farmakoloji 2002). Skopolamin, ayn1 zamanda presinaptik otoreseptor olarak gorev
yapan M2 reseptoriinii de bloklar. M2 reseptorii blokaji, ACh’nin sinaptik araliga
saliverilmesini artirir. Skopolaminin siganlarda, EEG’de yavas delta ve teta dalgalarini
giiclendirdigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Delta ve teta dalgalarinin artisi,

yaslilik ve Alzheimer hastaliginda goriilmektedir (Ebert ve Kirch 1998).

Calismamizda hem pasif sakinma hem de Morris su labirenti testinde bu sebeplerle
bellegi bozmak i¢in skopolamin kullandik. Morris su labirenti testi sakinma ile
ogrenmekten farkli bir mekanizmayr mekansal ve uzaysal 6grenme ve bellegi
irdelemektedir. Morris su labirenti hipokampal sinaptik plastisite ve NMDA reseptor
fonksiyonu ile gii¢lii bir sekilde iliskili olan saglam ve giivenilir bir testtir (Vorhees ve
Williams 2006). Tim yontemlerde oldugu gibi, bu testin de gii¢lii ve zayif yonleri
vardir. Ancak, algilanan zayifliklarinin  ¢ogu, ¢ok kiiciik labirentlerin
kullanilmasindan, deney protokol hatalarindan, mekansal faktorlerden ve

hayvanlarinin 6zelliklerinden (cinsiyet, tiir, yas, beslenme durumu, strese maruz kalma
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veya enfeksiyon gibi) kaynaklanmaktadir. Calismalar farelerin, su tankinin duvarindan
acisal ayrilma ve mesafeyi kullanarak konumlarinin yerini 6grenebildiklerini
gostermistir (Maurer ve Derivaz 2000). Siklikla noérobilissel bozukluklar igin
kemirgen modellerinin onaylanmasinda ve olast norobiligsel tedavilerin
degerlendirilmesinde kullanilmistir (D’Hooge ve De Deyn 2001). Bu veriler, uygun
bir sekilde yapilandirildiginda ve kullanildiginda, uygun kontrol prosediirlerinin dahil
edilmesiyle Morris su labirentinin mekansal ve uzaysal 6grenme bellegin arastirilmasi

i¢in giiclii bir teknik oldugunu gdstermektedir.

Pasif sakinma deneyinin sonuglari bize skopolaminin bellegi bozdugunu birkez daha
gosterirken skopolaminle birlikte dantrolen 9 mg/kg uygulanan grubun kontrol
grubundan bir farkinin olmadigini gésterdi ancak kontrol grubuna kiyasla dantrolen 1,
3, 9 mg/kg verilen gruplarda da anlamli fark olusturmadigini gdstermistir. Ogrenme
ve bellegi degerlendirmek amaciyla kullanilan en yaygin fare deneyi olan Morris su
labirentinin sonuglar1 da pasif sakinma deneniyle 6rtiismekte olup kacis platformunun
oldugu kadranda harcanan zaman bulgularima gore skopolaminle bozulan bellek
dantrolen 9 mg/kg dozu ile diizeltilmis oldugunu tespit ettik. Bu sonuglar bize
dantrolenin mevcut 6grenme ve bellek kapasitesini arttirmasa bile bozulmus olan
bellegi geri getirme amaciyla kullanilabilecek etkili bir ajan oldugunu
diisiindiirmiistiir. Morris su labirenti ve pasif sakinma testlerinin, kosullu sakinma ile
ogrenme ve uzaysal ve mekénsal 6grenme gibi iki farkli mekanizmayla 6grenme ve
bellegi test ettigi de gdz Online alinirsa dantrolen bu amacla kullanilabilecek genis
etkili bir ilag olma potansiyeli tasimaktadir. Dantrolenin bozulmus bellegi diizeltici
etkisi daha once yapilan ¢aligmalar goz Oniline alinarak ilacin ndroplastisite ilizerine
olumlu etkileri ve noroproktektif etkilerine bagli oldugunu diisiindiirmiistiir. Son
donem dantrolen ile yapilan calismalar da bu etkileri ve bu etki mekanizmalar
tizerinden Alzheimer, Parkinson ve benzeri hastaliklar iizerinde kullanilabilecegi

yoniindedir.

Oliimciil ilerleyici bir hastalik ve en yaygin demans tiirii olan Alzheimer hastalig
diinya c¢apinda yaklasik 35 milyon kisiyi tehdit etmektedir (Kantarci 2014). Bu
hastaligin, ilerleyen yasla birlikte oran1 artmakta ve 65 yasin iizerindeki niifusun
%6'sin1 etkiledigi tahmin edilmektedir. Hastalar hafiza kaybi ve bilissel islevlerin

azalmasidan muzdariptir ve ortalama tanidan dokuz yil sonra 6liirler (Joseph, Peng
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ve ark. 2014). Alzheimer olusumunda amiloid kaskadi hipotezi hastaligin patogenezi
calismalarinda en 6nemli fikir olarak kabul gormiistiir. Amiloid beta (AP) peptidi adi
verilen bir amiloid 6ncii protein (APP) metabolizmasinin bir iiriiniinii igeren senil
plaklarin birikmesi ile karakterize edilir (Pimplikar 2009). AB noronal disfonksiyon ve
oliimii tetikleyen baslangi¢ olayidir. Histopatolojik ve genetik kanitlar, bu birikimi
belirten amiloid kaskadi hipotezinin temelini olusturur. Simdiye dek, alzheimer
alanindaki aragtirma odagi, AP peptidi olusumu ve etki mekanizmalar1 iizerine
olmustur ancak peptidin birikimini neyin tetikleyip neyin tetiklenmedigi net degildir.
Bununla birlikte, amiloid kaskadi hipotezi hala alzheimer tedavileri arastirmasina
hakim durumdadir. Ne yazik ki, gecen on yillara ragmen amiloid plagi hedefleyen

molekiillerin hig¢biri basarili olamamustir.

Noroinflamasyon ve katekolaminerjik beyin sapi g¢ekirdeklerinin dejenerasyonu,
Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarda erken
yasta ortaya g¢ikar. Noroinflamasyon, L tipi gerilime bagl kalsiyum kanallar1 (L
VDCC'ler) ve ryanodin reseptorleri (RyR'ler) yoluyla néronal kalsiyum homeostazini
degistirebilen proinflamatuar sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini
arttirir.  Substansia nigra (SN) ve locus coeruleus (LC)'deki kalsiyum kanal
aktivitesindeki degisiklikler, bu alanlarda dejenerasyona neden olarak davranissal
eksikliklere neden olabilir.

LC dejenerasyonu, Parkinson hastaliginda ve Alzheimer hastalifinda temel olarak
nigra pars compacta (SNpc) ve hipokampal hasardan dnce ortaya ¢ikmaktadir (Simic,
Stanic ve ark. 2009). Kronik néroinflamasyon alzheimer ve parkinson hastaliklarinin
erken doneminde mikroglia aktivasyonunun artigina bagl olarak goriiniir (Iannaccone,
Cerami ve ark. 2013). SNpc ve LC noroinflamasyona agiktir. Major histo-uyumluluk
kompleksi | (MHC-I), santral sinir sisteminde ¢ok diisiik seviyelerde eksprese edilir,
bununla birlikte, néroinflamasyon SN ve LC noronlarmin varliginda, MHC-1'yi
spesifik olarak artirir.

Kalsiyum, sinir sistemindeki en &nemli ikinci habercilerden biridir. Ogrenme ve
hafiza, sinaptik aktivite ve norotransmitter etkisi, eksitotoksisite ve hiicre 6liimii dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda dnemli bir rol oynar (Berridge 2010).
Noronal kalsiyum akimi, gerilime bagh kalsiyum iyonu kanallar1 (VDCC), dahil

olmak {izere farkli kalsiyum kanallar tarafindan diizenlenir. Kalsiyum endoplazmik
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retikulumun primer hiicre i¢i depolarindan da salinabilir. Noronlar, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarindaki degisikliklere karsi oldukca hassastir. Yetersiz hiicre igi
kalsiyum igerigi néronlarin anormal sekilde ¢alismasina yol agarken, asir1 kalsiyum
seviyeleri hiicre oliimiine neden olur. Bu nedenle, kalsiyum seviyesinde kiiciik
dalgalanmalar bile hiicrelerin fizyolojik islevlerini 6nemli o6l¢iide degistirebilir
(Popugaeva ve Bezprozvanny 2014). 1987 yilinda, Dr. Zaven Khachaturian,
Alzheimer kalsiyum hipotezini; hiicre i¢i Ca homeostazindaki bozulmanin, Alzheimer
icin nihai ortak sonuca yol ag¢tigini 6ne siirdii (Khachaturian 1987). Alzheimer
kalsiyum hipotezinin temeli; hiicre i¢i Ca uyarilmasi ile homeostazin bozulmasinin
sonucu olarak hem hafizadaki progresif gerilemeye hem de noéronal hiicre
apoptosisindeki artisa katkida bulunmasidir (Verkhratsky ve Toescu 1998). Ayrica,
Ca seviyeleri normal fizyolojik araligi astiginda kalsiyum kaynakli sinyal sistemi,
yaslanan sinir sisteminde degisen noronal islevsellik ve/veya hiicre dliimii goriliir.
Alzheimerdaki kalsiyum diizensizliginden sorumlu olarak onerilen mekanizmalar
ryanodin reseptorlerinin ve Inositol-1,4,5-trisfosfat reseptorleri (InsP3R)'nin asir1

aktiflestirilmesini icerir (Daschil, Obermair ve ark. 2013).

Ailesel Alzheimer ile iligkili presenilin-1 (PS1) ve presenilin-2 (PS2) ‘'deki
mutasyonlar RYR'lerin ekspresyonunu ve aktivasyonunu ve ayrica InsP3R'lerin
aktivasyonunu 6nemli 6lgiide arttirir, ER'den asir1 kalsiyum salinmasina ve anormal
sitozolik Ca*? konsantrasyonuna yol agar (Supnet ve Bezprozvanny 2011). RYR1,
serebellar purkinje hiicrelerinden eksprese edilir (Bruno, Huang ve ark. 2012). RYR2,
koku alma sinir tabakasinda, dentat gyrus, serebral korteks, serebellar graniil hiicreler,
fasiyal ¢ekirdek ve motor trigeminal ¢ekirdekte bulunur (Hwang, Nitu ve ark. 2014).
RYR3 ise hipokampal piramidal hiicre katmani, dorsal talamus ve kaudat putamende
yiiksek oranda eksprese edilir (Liu, Supnet ve ark. 2014). Beyinde RYR'lerin asir1
cogalmasi ve ER'den asir1 Ca*? salinimi, alzheimerda erken patojenik faktdrler olarak
kabul edilen presinaptik bosluklardan, ndronal oliimden, ndrodejenerasyondan ve
glutamat salinimindan sorumludur. Bu nedenle, RYR'lerin inhibisyonu yoluyla asir1
kalsiyum saliniminin azaltilmasi, hastaligin patolojisini hafifletmek ve bellek ve
bilissel problemleri iyilestirmek i¢in makul bir yoldur (Goussakov, Chakroborty ve
ark. 2011).
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Dantrolenin bir¢ok yan etkisi merkezi sinir sisteminde ortaya ¢ikmasina ragmen,
merkezi sinir sisitemindeki olusturabilecegi pozitif etkiler yeterince aragtiritlmamistir.
Son yillarda RYR'ler iizerine etki ederek dantrolenin Alzheimer patolojisinde yararli
etkilerine deginilmistir. Bu konuda transgenik Alzheimer fare modeliyle yapilan
caligmada (3xTg-A) dantrolenin etiyoloji ve patoloji lizerindeki terapotik etkisi
arastirilmis kontrol grubu ve 2 ila 13 aylik 3xTg-A farelerine siirekli dantrolen
uygulanmis. Kontrole kiyasla, dantrolen ile muamele edilmis 3xTg-A fareleri hafiza
tutma ve ¢alisma hafizasinda 6nemli bir gelisme sergilemis ve dantrolen ile muamele
edilmis 3xTg-A fareleri, kontrol fareleri ile ayni hafizayr ve 6grenme yetenegini
gerceklestirmistir. Ayrica, motor fonksiyonlarinda tiim gruplar arasinda anlaml fark
bulunamamistir (Peng, Liang ve ark. 2012). Dantrolen ile muamele edilmis 3xTg-A
farelerinde hipokampustaki amiloid plaklari, karsilik gelen kontrol grubuna kiyasla
onemli dlglide azalmistir. Sonuglar amiloid patolojisinin baslamasindan 6nce erken ve
kronik dantrolen tedavisinin, hipokampustaki amiloid plak yiikiinii ve 3xTg-A
farelerinde bellek eksikliklerini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir.

Diger bir ¢alismada subkronik (4 hafta) olarak dantrolen verilen 3xTg-A farelerde
RYR2 seviyeleri ve IP3R aracili Ca*? salimmin dantrolen tedavisi ile normal
seviyelere geldigi gorilmistir (Chakroborty, Briggs ve ark. 2012). Benzer bir
calismada yasli 3xTg-A farelerinde dantrolen ile uzun stireli tedavi uygulamasi
sonucu, hipokampal bolgede hiicre igi amiloid, kontrol grubuna kiyasla %76'ya kadar
onemli Olciide azalmis farelerin hicbirinde intraneuronal amiloid tespit edilmemis ve
herhangi bir deney grubundaki farelerin hipokampiisiinde tanimlanabilir hiicre dis1
amiloid plaklart bulunmamis (Wu, Yang ve ark. 2015). Bununla birlikte, bu etkilerin,
amiloid tretiminde bir inhibisyondan mi1 yoksa artmis amiloid klirensinden mi
kaynaklandig1 agik degildir.

Hiicre dis1 amiloid plaklarinin, biligsel islev bozuklugunun veya alzheimerda bir yan
tirtiniin ana nedeni olup olmadigi tartismalidir. Alzheimer hastalarindaki plaklarin
sayist biligsel performansla iligkili gériinmemektedir. Buna karsin, toplam amiloid
yiikii, daha iyi bir belirte¢ olarak goriinmektedir (Cummings ve Cotman 1995).
RYR'lerin sayisinin ve islevinin, yalnizca alzheimer modelindeki farelerin farkli beyin

bolgelerinde degil, aym1 zamanda hastalarda da anormal bir sekilde arttig1
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gosterilmistir. Bu nedenle, RYR'lerin asir1 gogalmasinin tersine ¢evrilmesi, Alzheimer
hastaliginin tedavisi igin yeni bir terapdtik hedef olabilir.

Dantrolen'in ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin hayvan modellerinde néroprotektif
oldugu gosterilmistir (Chen, Tang ve ark. 2008, Chen, Wu ve ark. 2011, Oul¢s, Del
Prete ve ark. 2012). Bu nedenle, dantrolen teorik olarak Alzheimerdeki kalsiyum
disregiilasyonunu ve ndropatolojiyi tersine geviren ve biligsel islev bozuklugunu geri
kazandiran potansiyel bir ilagtir. Dantrolenin bu néroprotektif etkileri in vitro ve in
vivo modellerde doza bagimli oldugu goériilmiistiir (Weli, Leeds ve ark. 2000, Inan ve
Wei 2010). Dantrolenin kan beyin bariyerinden kolayca gegip gecmeyecegi konusu
tartisitlmakla birlikte sinirli bir dereceye kadar gectigi one siirtilmiistiir (Peng, Liang ve
ark. 2012). Bu nedenle, gelecekte Alzheimer tedavisi igin dantrolen gelistirmek adina
Oonemli bir strateji, beyindeki etkilerini en st diizeye ¢ikarmak ve herhangi bir yan
etkiyi en aza indirgemek i¢in periferdeki konsantrasyonunu diisiiriirken beyindeki
konsantrasyonunu artirmak olacaktir. Alzheimer igin yeni ilag tedavisi gelistirmek
adina bir baska strateji de Onemli cevresel yan etkiler olmaksizin, ryanodin
reseptorlerini segici olarak inhibe eden ve beyne kolayca giren yeni ilaglar gelistirmek
olacaktir.

Noroinflamasyon ve katekolaminerjik beyin sapi g¢ekirdeklerinin dejenerasyonu,
Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarda erken
yasta ortaya g¢ikar. Noroinflamasyon, L tipi gerilime bagh kalsiyum kanallari (L-
VDCC'ler) ve riyanodin reseptorleri (RyR'ler) vasitasiyla néronal kalsiyum (Ca*?)
homoeostazini degistirebilen proinflamatuar sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin

seviyelerini arttirir.

Hipoksi ve iskemi esnasinda asir1 presinaptik glutamat salinimi meydana gelir
(Katchman ve Hershkowitz 1993). Serebral iskemi, uyarict amino asitlerin hiicre disi
konsantrasyonunu onemli 6l¢iide artirabilir ve hiicre dig1 alandan kalsiyumun hiicre
icine akmasiyla sonuglanan néronal zar depolarizasyonuna neden olabilir (Benveniste,
Jorgensen ve ark. 1988). Dantrolen hiicre i¢i depolardan kalsiyum mobilizasyonunun
yarisini azaltmaktadir. Dantrolen intraserebroventrikiiler enjeksiyon ile iskemik olarak
enjekte edildigi fare beynindeki ortak karotid arterin iki tarafli tikanmasinin neden olan
ndronal 6liimii geciktirdigini bildirilmistir (Mitani, Yanase ve ark. 1993). Hipotalamik

ndron hiicrelerinin dantrolen ile 6n tedavi edilmesinin sitozolik kalsiyumdaki artis1 ve
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bu hiicrelerin ER Ca2-ATPase enzimine maruz kalmasindan sonra gozlemlenen

noronal 6limii 6nemli 6lgiide azalttigini géstermistir (Wei ve Perry 1996).

Dantrolen, siganlarda hipoksiye ve glukoz yoksunluguna maruz kalan noronal hiicre
hatlarinda gegici iskemiyle indiiklenen noronal hiicre 6liimiini iyilestirmistir (Wang,
Nguyen ve ark. 2002). Ayrica, iskemiden sonra enfarktiis boyutu, eriskinlerde ve
neonatal sicanlarda reperfiizyon sirasinda dantrolen enjeksiyonu ile azaltilmistir
(Gwak, Park ve ark. 2008). Dantrolenin, tavsanlarda aort iskemisi/reperfiizyon (aort
cerrahi miidahalesi sonrasinda spinal kord hasarini taklit eden) modeliyle ndronal
hasara karsi koruyucu olup olmadigi arastirilmis ve ameliyattan 30 dakika once
intraperitoneal olarak uygulanip omurilik boliimlerinde damarsal proliferasyon,
kanama, 6dem ve noron kaybini azalttigi gorilmistiir (Kocogullari, Emmiler ve ark.
2008). Dantrolen'in, farelerin izole serebral arterlerinde serotonin kaynakli
vazokonstriksiyona kars1 gerilime bagl bir L-tipi Ca kanal blokeri olan nimodipin ile
sinerjistik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Salomone, Soydan ve ark. 2009).
Dantrolen kainik asit ile indiiklenen noronal hiicre 6liimiinii serebellar graniil hiicre
kiiltiirlerinde 6nledigi gosterilmistir .(Popescu, Oprica ve ark. 2002). Gine
domuzlarinda intravitreal dantrolen ve nimodipin uygulamas: retina ganglion

hiicrelerini retina hasarina karsi korumustur (Kaya, Tung ve ark. 2003).

Kalsiyum akisi, epileptik noronal olaylarin ilk agsamasi i¢in gereklidir. Epilepsi hayvan
modellerinden elde edilen sonuglar kalsiyum antagonistlerinin yeni bir antikonviilsan
ajan sinifi olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur (Ku®ak, Sobaniec ve ark. 2004). Bir
metabotropik reseptor agonisti, 1S, 3R-ACPD tarafindan indiiklenen nébetler, yiliksek
doz dantrolen ile tamamen yok edilmis ayrica beyin hacminde artis1 6nemli 6lgiide
azaltmistir (McDonald, Fix ve ark. 1993). Dantrolenin elektro sok ile indiiklenmis
status epileptikustan sadece 30 dakika sonra tatbik edildiginde, tiim hipokampusa,
koruyucu oldugu bildirilmistir (McDonald, Fix ve ark. 1993). Dantrolen hipokampal
bolgede de nobet kaynakli hiicre 6liimiini 6nlemis bu sonuglar ER depolarindan
kalsiyum saliminin da ndbet kaynakli hiicre oOliimiine katkida bulundugunu
gostermistir (Pelletier, Wadia ve ark. 1999). Ayrica, dantrolen, konviilsif nébetlere
duyarli bir mutant susu olan EL faresinde nobet aktivitesini dnemli dl¢ilide azaltmigtir

(Nagatomo, Hashiguchi ve ark. 2001).
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Oksidatif stres, norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde iyi bilinen bir baska
nedensel faktordiir (Jomova, Vondrakova ve ark. 2010). Kanatlar, reaktif oksijen ve
azot radikallerinin asir1 iiretilmesinin, norodejeneratif bozukluklar1 olan hastalarda
proteinlere, lipidlere ve niikleik asitlere zarar verdigini gosterir. Beyin dokusu, yiiksek
oksijen tiiketimi, demir igerigi, ¢oklu doymamis yag asitleri ve diigsiik antioksidan
kapasitesi nedeniyle oksidatif strese karsi oldukca hassastir. Ayrica, hipokampus ve
amigdala oksidatif hasara kars1i daha hassastir ve asir1 oksidatif stres, hipokampal
sinaptik plastisitesini azaltarak hafiza eksikligine yol agabilir (Serrano ve Klann
2004). Morris su labirentinin sorguladigi mekansal 6grenmenin antioksidan aktivite
ile iligkili olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Shen, Wei ve ark. 2001). Ayrica bellegi
bozma amaciyla kullandigimiz skopolamin de hipokampus dokusunda serbest oksijen
radikallerini arttirmaktadir (Lee, Kim ve ark. 2015). Dantrolenin bilinen antioksidan
etkisinin; skopolaminle bozulan bellegi diizeltmede ve noroplastisite lizerine olumlu
katkilarindan sorumlu olmasi olasidir. Dantrolenin hipokampus ve beyin dokusundaki
oksijen ve azot radikalleri tizerine etkisi, sinir sistemindeki antioksidan aktivitesi

konularinda ¢alismalar yapilmasi bahsedilen etkisini agiklamada faydali olacaktir.

Noroinflamasyon da bilissel bozulmaya ve ndrodejeneratif hastaliklara katkida
bulunan 6nemli bir faktordiir (Allison ve Ditor 2014). Akut néroinflamasyon viicutta
koruyucu bir rol oynamasina ragmen, kronik ndroinflamasyon sinir dokusuna ve
noronlara  zarar verir. Farelerde lipopolisakkarit tarafindan indiiklenen
noroinflamasyounun Morris su labirenti testinde ve pasif sakinma testinde mekéansal
Ogrenmeyi azalttigi bulunmustur (Zhao, Bi ve ark. 2019). Diger bir ¢alismada
antiinflamatuvar olan deksametazonun sevofluranin farelerde yol actig1 kisa ve uzun
stireli hafiza bozuklugunu Morris su labirentinde diizeltigi bulunmustur (Karaman,
Karaman ve ark. 2017). Hipokampus kesisinden in vivo olarak yapilan ¢alismada
noroinflamasyonun, hipokampustaki presinaptik protein olan sinaptofizini azaltarak
mikroglialarin anahtar rol oynadigi mekansal 6grenme kaybina yol actigi sonucuna
vartlmistir (Sheppard, Coleman ve ark. 2018). Dantrolen sodyumun antiinflamatuvar
etkisinin olabilecegine dair hayvan g¢aligmalar1 mevcuttur (Biiyiikokuroglu 2002).
Ayn1 zamanda dantrolenin oligodendrosit 6limiinii azalttigina dair kanitlar da vardir

(Alberdi, Sanchez-Gomez ve ark. 2005). Bu veriler goz oniine alindiginda dantrolenin
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bozulmus bellegi diizeltici etkisinde santral sinir sisteminde noroinflamasyonu

Onlemesinin de kismen pay1 olabilir.

Sonug olarak dantrolen sodyumun riyanodin reseptdrleri iizerinden kas gevsetici etkisi
bilinmektedir. Bununla birlikte yaptigimiz ¢alismada dantrolenin santral sinir sistemi
tizerindeki etkilerini aydinlatmaya c¢alistik. Davranis deneylerinin sonucu olarak
anksiyolitik etkinligi oldugunu ve bozulmus bellegi diizelttigini tespit ettik. Bu
sonucumuz yapilan gilincel ¢alismalarla uyum saglamaktadir. Dantrolenin bu etkinligi
noroprotektif ve sitoprotektif etkilerini beyinde de gosterdigini diigiindliirmiistiir.
Ayrica temel etki yeri olan riyanodin reseptdrlerinin kalsiyum metabolizmasi ilizerine
olan etkisi de bu olumlu sonuglara yol agtig1 kanaatindeyiz. Dantrolen sodyumun 30
kat daha hidrofilik formu olan azumolen yeni bir molekiil olarak iiretilmis ve ayni
farmakodinamik etkiye sahip oldugu goriilmistir (Sudo, Carmo ve ark. 2008).
Dantrolen sodyumun gostermis oldugu etkilerinin yaninda santral sisteme daha
spesifik formlarinin iretilmesi ¢agimiz i¢in ¢ok 6nemli olan Alzheimer, Parkinson,
ALS gibi hastaliklarin tedavisinde ve anksiyetenin yol agtig1 psikiyatrik bozukluklarin
diizeltilmesinde fayda saglayacagi diisiincesindeyiz. Bu sebeplerle ileride bu konuda

daha detayli ¢alismalar yapilmasi faydali olacaktir.

66



KAYNAKCALAR

Ago, Y., K. Takahashi, S. Nakamura, H. Hashimoto, A. Baba and T. Matsuda (2007). "Anxiety-
like and exploratory behaviors of isolation-reared mice in the staircase test." Journal of
pharmacological sciences: 0705300006-0705300006.

Alberdi, E., M. V. Sdnchez-Gémez and C. Matute (2005). "Calcium and glial cell death." Cell
calcium 38(3-4): 417-425.

Allen, G. C., C. B. Cattran, R. G. Peterson and M. Lalande (1988). "Plasma levels of
dantrolene following oral administration in malignant hyperthermia-susceptible patients."
Anesthesiology 69(6): 900-904.

Allison, D. J. and D. S. Ditor (2014). "The common inflammatory etiology of depression and
cognitive impairment: a therapeutic target." Journal of neuroinflammation 11(1): 151.
Amano, T., T. Fukami, T. Ogiso, D. Hirose, J. P. Jones, T. Taniguchi and M. Nakajima (2018).
"Identification of enzymes responsible for dantrolene metabolism in the human liver: a clue
to uncover the cause of liver injury." Biochemical pharmacology 151: 69-78.

Amir, N., J. M. Kuckertz and S. Najmi (2013). "The effect of modifying automatic action
tendencies on overt avoidance behaviors." Emotion 13(3): 478.

Anderson, I. and E. Jones (1976). "Porcine malignant hyperthermia: effect of dantrolene
sodium on in-vitro halothane-induced contraction of susceptible muscle." Anesthesiology
44(1): 57-61.

Andersson, D. C., M. J. Betzenhauser, S. Reiken, A. Umanskaya, T. Shiomi and A. R. Marks
(2012). "Stress-induced increase in skeletal muscle force requires protein kinase A
phosphorylation of the ryanodine receptor." The Journal of physiology 590(24): 6381-6387.
André, N., M. Boyer, C. Coze, J. Delorme, A. Rome, J. C. Gentet and J. L. Bernard (2006).
"Can dantrolene contribute to methotrexate toxicity?" Annals of Pharmacotherapy 40(9):
1695-1696.

Andrews, L., A. Muzumdar and A. Pinkerton (1975). "Hallucinations associated with
dantrolene sodium therapy." Canadian Medical Association Journal 112(2): 148.

Arantes, R., J. Tejada, G. G. Bosco, S. Morato and A. C. Roque (2013). "Mathematical
methods to model rodent behavior in the elevated plus-maze." Journal of neuroscience
methods 220(2): 141-148.

Ashton, J. C. (2011). "Emerging treatment options for spasticity in multiple sclerosis—clinical
utility of cannabinoids." Degenerative Neurological and Neuromuscular Disease 1: 15.
Aslan, A., M. Cemek, M. E. Buyukokuroglu, K. Altunbas, O. Bas, Y. Yurumez and M. Cosar
(2009). "Dantrolene can reduce secondary damage after spinal cord injury." European Spine
Journal 18(10): 1442-1451.

Azari, L. M., V. S. Sheehan, J. C. Sachdev and T. S. Jones (2012). "Dantrolene sodium for the
treatment of aldesleukin-induced rigors in a melanoma patient." Annals of
Pharmacotherapy 46(5): el1.

Baddeley, A. (2012). "Working memory: theories, models, and controversies." Annual
review of psychology 63: 1-29.

Bandura, A. (2017). Psychological modeling: Conflicting theories, Transaction Publishers.
Bannister, R. A. (2012). "Dantrolene-Induced Inhibition of Skeletal L-Type Current Requires
RyR1 Expression." BioMed research international 2013.

Bannister, R. A. (2013). "Dantrolene-Induced Inhibition of Skeletal L-Type Ca2." BioMed
research international 2013.

Barlow, D. H. (2004). Anxiety and its disorders: The nature and treatment of anxiety and
panic, Guilford press.

67



Barr, A. M., A. P. Zis and A. G. Phillips (2002). "Repeated electroconvulsive shock attenuates
the depressive-like effects of d-amphetamine withdrawal on brain reward function in rats."
Psychopharmacology 159(2): 196-202.

Basar, K. and A. Ertugrul (2005). "Depresyon arastirmalarinda kullanilan hayvan modelleri."
Klinik Psikiyatri Dergisi 8(3): 123-134.

Benveniste, H., M. Jgrgensen, N. Diemer and A. Hansen (1988). "Calcium accumulation by
glutamate receptor activation is involved in hippocampal cell damage after ischemia." Acta
neurologica Scandinavica 78(6): 529-536.

Berridge, M. J. (2010). "Calcium hypothesis of Alzheimer’s disease." Pfliigers Archiv-
European Journal of Physiology 459(3): 441-449.

Bibancos, T., D. Jardim, I. Aneas and S. Chiavegatto (2007). "Social isolation and expression
of serotonergic neurotransmission-related genes in several brain areas of male mice."
Genes, Brain and Behavior 6(6): 529-539.

Blanchard, R. J., M. Yang, C.-I. Li, A. Gervacio and D. C. Blanchard (2001). "Cue and context
conditioning of defensive behaviors to cat odor stimuli." Neuroscience & Biobehavioral
Reviews 25(7-8): 587-595.

Bomberg, H., M. Glas, V. Groesdonk, M. Bellgardt, J. Schwarz, T. Volk and A. Meiser (2014).
"A novel device for target controlled administration and reflection of desflurane—the
Mirus™." Anaesthesia 69(11): 1241-1250.

Borsini, F. and A. Meli (1988). "Is the forced swimming test a suitable model for revealing
antidepressant activity?" Psychopharmacology 94(2): 147-160.

Borsini, F., J. Podhorna and D. Marazziti (2002). "Do animal models of anxiety predict
anxiolytic-like effects of antidepressants?" Psychopharmacology 163(2): 121-141.

Bourin, M. (2015). "Animal models for screening anxiolytic-like drugs: a perspective."
Dialogues in clinical neuroscience 17(3): 295.

Braestrup, C. and M. Nielsen (1980). "Multiple benzodiazepine receptors." Trends in
Neurosciences 3(12): 301-303.

Brandom, B. and M. Larach (2002). "The North American Malignant Hyperthermia
Registry." Reassessment of the safety and efficacy of Dantrolene. Anaesthesiology 96:
A1199.

Brandom, B. W., M. G. Larach, M.-S. A. Chen and M. C. Young (2011). "Complications
associated with the administration of dantrolene 1987 to 2006: a report from the North
American Malignant Hyperthermia Registry of the Malignant Hyperthermia Association of
the United States." Anesthesia and analgesia 112(5): 1115.

Bravo-Rivera, C., C. Roman-Ortiz, E. Brignoni-Perez, F. Sotres-Bayon and G. J. Quirk (2014).
“Neural structures mediating expression and extinction of platform-mediated avoidance."
Journal of Neuroscience 34(29): 9736-9742.

Brick, J. and C. K. Erickson (1998). Drugs, the brain, and behavior: The pharmacology of
abuse and dependence, Haworth Medical Press.

Bruno, A. M., J. Y. Huang, D. A. Bennett, R. A. Marr, M. L. Hastings and G. E. Stutzmann
(2012). "Altered ryanodine receptor expression in mild cognitive impairment and
Alzheimer's disease." Neurobiology of aging 33(5): 1001. e1001-1001. e1006.

Bulos, E. M., R. L. H. Pobbe and H. Zangrossi Jr (2015). "Behavioral consequences of
predator stress in the rat elevated T-maze." Physiology & behavior 146: 28-35.
Buyukokuroglu, M. E., S. Taysi, M. Buyukavci, R. Memisogullari, F. Ozabacigil and E. Bakan
(2007). "Dantrolene: in doxorubicin toxicity." Asian Journal of Chemistry 19(5): 4035.
Buyukokuroglu, M., I. Gllgin, M. Oktay and O. Kifrevioglu (2001). "In vitro antioxidant
properties of dantrolene sodium." Pharmacological Research 44(6): 491-494.
Blyukokuroglu, M. E. (2002). "Anti-inflammatory and antinociceptive properties of
dantrolene sodium in rats and mice." Pharmacological research 45(6): 455-460.

68



Bliylkokuroglu, M. E., M. Cemek, M. Tosun, Y. Ylirimez, O. Bas and Y. Yavuz (2008).
"Dantrolene may prevent organophosphate-induced oxidative stress and muscle injury."
Pesticide biochemistry and physiology 92(3): 156-163.

Blyukokuroglu, M. E., S. Taysi, M. Buyukavci and E. Bakan (2004). "Prevention of acute
adriamycin cardiotoxicity by dantrolene in rats." Human & experimental toxicology 23(5):
251-256.

Bliyukokuroglu, M. E., S. Taysi, F. Polat and F. Gécer (2002). "Mechanism of the beneficial
effects of dantrolene sodium on ethanol-induced acute gastric mucosal injury in rats."
Pharmacological research 45(5): 421-425.

Campos, A. C., M. V. Fogaca, D. C. Aguiar and F. S. Guimaraes (2013). "Animal models of
anxiety disorders and stress." Brazilian Journal of Psychiatry 35: S101-S111.

Chakroborty, S., C. Briggs, M. B. Miller, I. Goussakov, C. Schneider, J. Kim, J. Wicks, J. C.
Richardson, V. Conklin and B. G. Cameransi (2012). "Stabilizing ER Ca2+ channel function as
an early preventative strategy for Alzheimer’s disease." PloS one 7(12): e52056.

Checketts, M. and R. White (1993). "Avoidance of intermittent positive pressure ventilation
in tetanus with dantrolene therapy." Anaesthesia 48(11): 969-971.

Chen, K. H., L. Y. Chuah, S. K. Sim and M. W. Chee (2010). "Hippocampal region-specific
contributions to memory performance in normal elderly." Brain and cognition 72(3): 400-
407.

Chen, X., T.-S. Tang, H. Tu, O. Nelson, M. Pook, R. Hammer, N. Nukina and |. Bezprozvanny
(2008). "Deranged calcium signaling and neurodegeneration in spinocerebellar ataxia type
3." Journal of Neuroscience 28(48): 12713-12724.

Chen, X., J. Wu, S. Lvovskaya, E. Herndon, C. Supnet and |. Bezprozvanny (2011).
"Dantrolene is neuroprotective in Huntington's disease transgenic mouse model."
Molecular neurodegeneration 6(1): 81.

Chung, C.-Y,, C.-L. Chen and A. M.-K. Wong (2011). "Pharmacotherapy of spasticity in
children with cerebral palsy." Journal of the Formosan Medical Association 110(4): 215-222.
Craft, J. J.,, N. H. Goldberg, M. Lim, E. Landsberger, P. Mazel, F. P. Abramson, A. L. Stolte, J.
M. Braswell and J. P. Farina (1988). "Cardiovascular effects and placental passage of
dantrolene in the maternal-fetal sheep model." Anesthesiology 68(1): 68-72.

Cryan, J. F., A. Markou and I. Lucki (2002). "Assessing antidepressant activity in rodents:
recent developments and future needs." Trends in pharmacological sciences 23(5): 238-
245.

Cummings, B. J. and C. W. Cotman (1995). "Image analysis of B-amyloid load in Alzheimer's
disease and relation to dementia severity." The Lancet 346(8989): 1524-1528.

D’Hooge, R. and P. P. De Deyn (2001). "Applications of the Morris water maze in the study
of learning and memory." Brain research reviews 36(1): 60-90.

Daschil, N., G. J. Obermair, B. E. Flucher, N. Stefanova, B. Hutter-Paier, M. Windisch, C.
Humpel and J. Marksteiner (2013). "Ca V1. 2 Calcium Channel Expression in Reactive
Astrocytes is associated with the Formation of Amyloid-B Plaques in an Alzheimer's Disease
Mouse Model." Journal of Alzheimer's Disease 37(2): 439-451.

de Carvalho Correia, A. C., P. C. B. Silva and B. A. da Silva (2012). "Malignant hyperthermia:
clinical and molecular aspects." Brazilian Journal of Anesthesiology 62(6): 820-837.

Depue, R. A. and M. F. Lenzenweger (2005). "A neurobehavioral dimensional model of
personality disturbance." Major theories of personality disorder 2: 391-453.

Dykes, M. H. (1975). "Evaluation of a muscle relaxant: dantrolene sodium (Dantrium)."
Jama 231(8): 862-864.

Dziubina, A., K. Szmyd, M. Zygmunt, J. Sapa, M. Dudek, B. Filipek, A. Drabczynska, M.
Zatuski, K. Pytka and K. Kie¢-Kononowicz (2016). "Evaluation of antidepressant-like and

69



anxiolytic-like activity of purinedione-derivatives with affinity for adenosine A2A receptors
in mice." Pharmacological Reports 68(6): 1285-1292.

Ebert, U. and W. Kirch (1998). "Scopolamine model of dementia: electroencephalogram
findings and cognitive performance." European journal of clinical investigation 28(11): 944-
949.

Ekstrom, A. D. and C. Ranganath (2018). "Space, time, and episodic memory: The
hippocampus is all over the cognitive map." Hippocampus 28(9): 680-687.

El Yacoubi, M., S. Bouali, D. Popa, L. Naudon, I. Leroux-Nicollet, M. Hamon, J. Costentin, J.
Adrien and J.-M. Vaugeois (2003). "Behavioral, neurochemical, and electrophysiological
characterization of a genetic mouse model of depression." Proceedings of the National
Academy of Sciences 100(10): 6227-6232.

Ellis, K. and J. Carpenter (1974). "Mechanism of control of skeletal-muscle contraction by
dantrolene sodium." Archives of physical medicine and rehabilitation 55(8): 362-369.

Ellis, K. and F. Wessels (1978). "Muscle relaxant properties of the identified metabolites of
dantrolene." Naunyn-Schmiedeberg's archives of pharmacology 301(3): 237-240.

Emin Bliylkokuroglu, M., S. Taysi, M. Ko¢ and N. Bakan (2003). "Dantrolene protects
erythrocytes against oxidative stress during whole-body irradiation in rats." Cell
Biochemistry and Function: Cellular biochemistry and its modulation by active agents or
disease 21(2): 127-131.

F Dulhunty, A., M. G Casarotto and N. A Beard (2011). "The ryanodine receptor: a pivotal
Ca2+ regulatory protein and potential therapeutic drug target." Current drug targets 12(5):
709-723.

Farmakoloji, K. O. T. (2002). "10. baski." Ankara: Hacettepe-Tas Kitapgilik: 916-994.
Fernandes, C., D. Azevedo, J. Gomes, B. Goncalves, G. Coelho, J. Vasconcelos and J. Garcia
(2007). Malignant hyperthermia in a liver transplant patient: a case report. Transplantation
proceedings, Elsevier.

Flewellen, E. and T. Nelson (1985). "Intravenous dantrolene pharmacokinetics in malignant
hyperthermia suspect patients." Anesthesiology 63(3): A300.

Fricker, R. M., K. H. Hoerauf, J. Drewe and H. G. Kress (1998). "Secretion of dantrolene into
breast milk after acute therapy of a suspected malignant hyperthermia crisis during
cesarean section." Anesthesiology: The Journal of the American Society of Anesthesiologists
89(4): 1023-1025.

Frye, C. A., S. M. Petralia and M. E. Rhodes (2000). "Estrous cycle and sex differences in
performance on anxiety tasks coincide with increases in hippocampal progesterone and 3aq,
5a-THP." Pharmacology Biochemistry and Behavior 67(3): 587-596.

Gallagher, M., R. Burwell and M. Burchinal (2015). "Severity of spatial learning impairment
in aging: development of a learning index for performance in the Morris water maze."
Gangarossa, G., S. Laffray, E. Bourinet and E. Valjent (2014). "T-type calcium channel Cav3.
2 deficient mice show elevated anxiety, impaired memory and reduced sensitivity to
psychostimulants." Frontiers in behavioral neuroscience 8: 92.

Gawel, K., K. Labuz, E. Gibula-Bruzda, M. Jenda, M. Marszalek-Grabska, J. Filarowska, J.
Silberring and J. H. Kotlinska (2016). "Cholinesterase inhibitors, donepezil and rivastigmine,
attenuate spatial memory and cognitive flexibility impairment induced by acute ethanol in
the Barnes maze task in rats." Naunyn-Schmiedeberg's archives of pharmacology 389(10):
1059-1071.

Gelenberg, A. J. and D. C. Poskanzer (1973). "The effect of dantrolene sodium on spasticity
in multiple sclerosis." Neurology 23(12): 1313-1313.

Geller, I. and J. Seifter (1960). "The effects of meprobamate, barbiturates, d-amphetamine
and promazine on experimentally induced conflict in the rat." Psychopharmacologia 1(6):
482-492,

70



Gepdi' remen, A., M. E. n. Blylikokuroglu and S. Diizenli (2009). "Dantrolene Exerts
Protective Activity in Double and Triple Combination with Nimodipine, Ruthenium Red and
Basilene Blue in Bilirubin-Induced Neurotoxicity in Cell Culture of Rats." International
Journal of Neuroscience 119(10): 1602-1614.

Geyer, M. A. and A. Markou (1995). "Animal models of psychiatric disorders."
Psychopharmacology: the fourth generation of progress: 787-798.

Ghafouri, S., Y. Fathollahi, M. Javan, A. Shojaei, A. Asgari and J. Mirnajafi-Zadeh (2016).
"Effect of low frequency stimulation on impaired spontaneous alternation behavior of
kindled rats in Y-maze test." Epilepsy research 126: 37-44.

Glass, A. and A. Hannah (1974). "A comparison of dantrolene sodium and diazepam in the
treatment of spasticity." Spinal Cord 12(3): 170.

Golini, L., C. Chouabe, C. Berthier, V. Cusimano, M. Fornaro, R. Bonvallet, L. Formoso, E.
Giacomello, V. Jacquemond and V. Sorrentino (2011). "Junctophilin 1 and 2 proteins
interact with the L-type Ca2+ channel dihydropyridine receptors (DHPRs) in skeletal
muscle." Journal of biological chemistry 286(51): 43717-43725.

Gonsalves, S. G., D. Ng, J. J. Johnston, J. K. Teer, P. D. Stenson, D. N. Cooper, J. C. Mullikin
and L. G. Biesecker (2013). "Using exome data to identify malignant hyperthermia
susceptibility mutations." Anesthesiology: The Journal of the American Society of
Anesthesiologists 119(5): 1043-1053.

Goussakov, |., S. Chakroborty and G. E. Stutzmann (2011). "Generation of dendritic Ca2+
oscillations as a consequence of altered ryanodine receptor function in AD neurons."
Channels 5(1): 9-13.

Grippo, A. J., T. G. Beltz and A. K. Johnson (2003). "Behavioral and cardiovascular changes in
the chronic mild stress model of depression." Physiology & behavior 78(4-5): 703-710.
Grunau, B. E., M. O. Wiens and J. R. Brubacher (2010). "Dantrolene in the treatment of
MDMA-related hyperpyrexia: a systematic review." Canadian Journal of Emergency
Medicine 12(5): 435-442.

Gurrera, R. J. (2002). "Is neuroleptic malignant syndrome a neurogenic form of malignant
hyperthermia?" Clinical neuropharmacology 25(4): 183-193.

Gwak, M., P. Park, K. Kim, K. Lim, S. Jeong, C. Baek and J. Lee (2008). "The effects of
dantrolene on hypoxic-ischemic injury in the neonatal rat brain." Anesthesia & Analgesia
106(1): 227-233.

Halliwell, B. (2007). Biochemistry of oxidative stress, Portland Press Limited.

HARRISON, G. G. (1975). "Control of the malignant hyperpyrexic syndrome in MHS swine by
dantrolene sodium." British journal of anaesthesia 47(1): 62-65.

Haslam, R. H., J. Walcher, P. Lietman, C. Kallman and E. Mellits (1974). "Dantrolene sodium
in children with spasticity." Archives of physical medicine and rehabilitation 55(8): 384-388.
Henn, F. A. and B. Vollmayr (2005). "Stress models of depression: forming genetically
vulnerable strains." Neuroscience & Biobehavioral Reviews 29(4-5): 799-804.

Herman, R., N. Mayer and S. A. Mecomber (1972). "Clinical pharmaco-physiology of
dantrolene sodium." American Journal of Physical Medicine & Rehabilitation 51(6): 296-
311.

Holmes, P. V. (2003). "Rodent models of depression: reexamining validity without
anthropomorphic inference." Critical Reviews™ in Neurobiology 15(2).

Hopkins, P. (2011). "Malignant hyperthermia: pharmacology of triggering." British journal of
anaesthesia 107(1): 48-56.

Hopp, S. C., H. M. D’Angelo, S. E. Royer, R. M. Kaercher, L. Adzovic and G. L. Wenk (2014).
"Differential rescue of spatial memory deficits in aged rats by L-type voltage-dependent
calcium channel and ryanodine receptor antagonism." Neuroscience 280: 10-18.

71



Hoschl, C. and J. i. KoZeny (1989). "Verapamil in affective disorders: a controlled, double-
blind study." Biological psychiatry 25(2): 128-140.

Hunter, J. (1987). "Adverse effects of neuromuscular blocking drugs." BJA: British Journal of
Anaesthesia 59(1): 46-60.

Hwang, H. S., F. R. Nitu, Y. Yang, K. Walweel, L. Pereira, C. N. Johnson, M. Faggioni, W. J.
Chazin, D. Laver and A. L. George Jr (2014). "Divergent regulation of ryanodine receptor 2
calcium release channels by arrhythmogenic human calmodulin missense mutants."
Circulation research 114(7): 1114-1124.

Inan, S. and H. Wei (2010). "The cytoprotective effects of dantrolene: a ryanodine receptor
antagonist." Anesthesia & Analgesia 111(6): 1400-1410.

Javed, M. and A. Bogdanov (2010). "Oral dantrolene and severe respiratory failure in a
patient with chronic spinal cord injury." Anaesthesia 65(8): 855-856.

Jeon, J,, S. Song, M.-C. Kim, K.-M. Kim and S. Lee (2014). "The effect of long-term oral
dantrolene on the neuromuscular action of rocuronium: a case report." Korean journal of
anesthesiology 66(2): 153.

Jiang, D., W. Chen, J. Xiao, R. Wang, H. Kong, P. P. Jones, L. Zhang, B. Fruen and S. W. Chen
(2008). "Reduced threshold for luminal Ca2+ activation of RyR1 underlies a causal
mechanism of porcine malignant hyperthermia." Journal of Biological Chemistry 283(30):
20813-20820.

Jomova, K., D. Vondrakova, M. Lawson and M. Valko (2010). "Metals, oxidative stress and
neurodegenerative disorders." Molecular and cellular biochemistry 345(1-2): 91-104.
Joseph, J. D,, Y. Peng, D.-0. D. Mak, K.-H. Cheung, H. Vais, J. K. Foskett and H. Wei (2014).
"General anesthetic isoflurane modulates inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor calcium
channel opening." Anesthesiology: The Journal of the American Society of Anesthesiologists
121(3): 528-537.

Kambayashi, A. and J. B. Dressman (2013). "An in vitro—in silico—in vivo approach to
predicting the oral pharmacokinetic profile of salts of weak acids: case example
dantrolene." European journal of pharmaceutics and biopharmaceutics 84(1): 200-207.
Kantarci, K. (2014). "Molecular imaging of Alzheimer disease pathology." American Journal
of Neuroradiology 35(6 suppl): $12-S17.

Kaplan, R. F., N. G. Feinglass, W. Webster and S. Mudra (1986). "Phenelzine overdose
treated with dantrolene sodium." JAMA 255(5): 642-644.

Karakilic, A., S. Kizildag, S. Kandis, G. Guvendi, B. Koc, G. B. Camsari, U. M. Camsari, M. Ates,
S. G. Arda and N. Uysal (2018). "The effects of acute foot shock stress on empathy levels in
rats." Behavioural brain research 349: 31-36.

Karaman, T., S. Karaman, S. Dogru, H. Tapar, A. Sahin and M. Siiren (2017). "Short-term and
long-term effects of dexamethasone on cognitive dysfunction induced by sevoflurane in
adult rats." Turkish journal of anaesthesiology and reanimation 45(3): 158.

Karrenbauer, B. D., Y.-J. Ho, V. Ludwig, J. Lohn, R. Spanagel, R. K. Schwarting and C. R.
Pawlak (2009). "Time-dependent effects of striatal interleukin-2 on open field behaviour in
rats." Journal of neuroimmunology 208(1-2): 10-18.

Kasote, D. M., M. V. Hegde and S. S. Katyare (2013). "Mitochondrial dysfunction in
psychiatric and neurological diseases: cause (s), consequence (s), and implications of
antioxidant therapy." Biofactors 39(4): 392-406.

Katchman, A. N. and N. Hershkowitz (1993). "Early anoxia-induced vesicular glutamate
release results from mobilization of calcium from intracellular stores." Journal of
neurophysiology 70(1): 1-7.

Kaya, M., M. Tung, T. Ozdemir and i. Altuntas (2003). "Calcium antagonists in N-methyl d-
aspartate-induced retinal injury." Graefe's archive for clinical and experimental
ophthalmology 241(5): 418-422.

72



Kessler, R. C., P. Berglund, O. Demler, R. Jin, K. R. Merikangas and E. E. Walters (2005).
"Lifetime prevalence and age-of-onset distributions of DSM-IV disorders in the National
Comorbidity Survey Replication." Archives of general psychiatry 62(6): 593-602.
Khachaturian, Z. S. (1987). "Hypothesis on the regulation of cytosol calcium concentration
and the aging brain." Neurobiology of aging 8(4): 345-346.

Kheder, A. and K. P. S. Nair (2012). "Spasticity: pathophysiology, evaluation and
management." Practical neurology 12(5): 289-298.

Kim, J. Y., S. Chun, M. S. Bang, H.-I. Shin and S.-U. Lee (2011). "Safety of low-dose oral
dantrolene sodium on hepatic function." Archives of physical medicine and rehabilitation
92(9): 1359-1363.

Kocogullari, C., M. Emmiler, M. Cemek, O. Sahin, A. Aslan, E. Ayva, L. Tur, M.
Buyukokuroglu, I. Demirkan and A. Cekirdekci (2008). "Can dantrolene protect spinal cord
against ischemia/reperfusion injury? An experimental study." The Thoracic and
cardiovascular surgeon 56(07): 406-411.

Kokras, N., K. Antoniou, H. G. Mikail, V. Kafetzopoulos, Z. Papadopoulou-Daifoti and C. Dalla
(2015). "Forced swim test: what about females?" Neuropharmacology 99: 408-421.

Kolb, M. E., M. Horne and R. Martz (1982). "Dantrolene in human malignant hyperthermia."
Anesthesiology 56(4): 254-262.

Kraeuter, A.-K., P. C. Guest and Z. Sarnyai (2019). The Open Field Test for Measuring
Locomotor Activity and Anxiety-Like Behavior. Pre-Clinical Models, Springer: 99-103.
Krause, T., M. Gerbershagen, M. Fiege, R. Weisshorn and F. Wappler (2004). "Dantrolene-a
review of its pharmacology, therapeutic use and new developments." Anaesthesia 59(4):
364-373.

Krishna, H. G., K. Kumar and K. Karanth (2001). "The anxiolytic activity of calcium channel
antagonists in experimental models of anxiety in rats." Indian Journal of Pharmacology
33(4): 267-271.

Ku3ak, W., W. Sobaniec, K. Wojtal and S. a. J. Czuczwar (2004). "Calcium modulation in
epilepsy." Pol J Pharmacol 56: 29-41.

Larach, M. G., G. A. Gronert, G. C. Allen, B. W. Brandom and E. B. Lehman (2010). "Clinical
presentation, treatment, and complications of malignant hyperthermia in North America
from 1987 to 2006." Anesthesia & Analgesia 110(2): 498-507.

Lé-Quang, B., P. Calmels, E. Valayer-Chaléat, I. Fayolle-Minon and V. Gautheron (2004).
"Dantrolene and pleural effusion: case report and review of literature." Spinal cord 42(5):
317.

Ledo, A. H., A. J. Sarmento-Silva, J. R. Santos, A. M. Ribeiro and R. H. Silva (2015).
"Molecular, Neurochemical, and Behavioral Hallmarks of Reserpine as a Model for
Parkinson's Disease: New Perspectives to a Long-Standing Model." Brain Pathology 25(4):
377-390.

Lee, A, S. Ra, A. M. Rajadhyaksha, J. Britt, H. De Jesus-Cortes, K. Gonzales, A. Lee, S.
Moosmang, F. Hofmann and A. Pieper (2012). "Forebrain elimination of cacnalc mediates
anxiety-like behavior in mice." Molecular psychiatry 17(11): 1054.

Lee, J.-S., H.-G. Kim, H.-W. Lee, J.-M. Han, S.-K. Lee, D.-W. Kim, A. Saravanakumar and C.-G.
Son (2015). "Hippocampal memory enhancing activity of pine needle extract against
scopolamine-induced amnesia in a mouse model." Scientific reports 5: 9651.

Levinson, D. F. (2006). "The genetics of depression: a review." Biological psychiatry 60(2):
84-92.

Liang, L. and H. Wei (2015). "Dantrolene, A Treatment for Alzheimer's Disease?" Alzheimer
disease and associated disorders 29(1): 1.

73



Linck, V. d. M., A. L. da Silva, M. Figueird, E. B. Caramao, P. R. H. Moreno and E. Elisabetsky
(2010). "Effects of inhaled Linalool in anxiety, social interaction and aggressive behavior in
mice." Phytomedicine 17(8-9): 679-683.

Liu, J., C. Supnet, S. Sun, H. Zhang, L. Good, E. Popugaeva and |. Bezprozvanny (2014). "The
role of ryanodine receptor type 3 in a mouse model of Alzheimer disease." Channels 8(3):
230-242.

Locatelli, F., M. Pozzi, P. Avantaggiato, M. Lanfranchi, L. Tufarulo, V. Amorelli, G. Rizzi, S.
Radice, S. Galbiati and E. Clementi (2014). "Pharyngeal spasticity due to dantrolene."
Journal of clinical pharmacy and therapeutics 39(4): 449-451.

Loomer, H. P., J. C. Saunders and N. S. Kline (1957). "A clinical and pharmacodynamic
evaluation of iproniazid as a psychic energizer." Psychiatric research reports.

Lovinger, D. M. (2010). "Neurotransmitter roles in synaptic modulation, plasticity and
learning in the dorsal striatum." Neuropharmacology 58(7): 951-961.

Majidi, S., M. Grigoryan, W. G. Tekle and A. I. Qureshi (2012). "Intra-arterial dantrolene for
refractory cerebral vasospasm after aneurysmal subarachnoid hemorrhage." Neurocritical
care 17(2): 245-249.

Masood, A., Y. Huang, H. Hajjhussein, L. Xiao, H. Li, W. Wang, A. Hamza, C.-G. Zhan and J. M.
O'Donnell (2009). "Anxiolytic effects of phosphodiesterase-2 inhibitors associated with
increased cGMP signaling." Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 331(2):
690-699.

Maurer, R. and V. Derivaz (2000). "Rats in a transparent morris water maze use elemental
and configural geometry of landmarks as well as distance to the pool wall." Spatial
Cognition and Computation 2(2): 135-156.

McDonald, J. W., A. S. Fix, J. P. Tizzano and D. D. Schoepp (1993). "Seizures and brain injury
in neonatal rats induced by 1S, 3R-ACPD, a metabotropic glutamate receptor agonist."
Journal of Neuroscience 13(10): 4445-4455.

McLeod, S. (2015). "Skinner-operant conditioning." Retrieved from.

Misane, I. and S. 0. Ogren (2003). "Selective 5-HT 1A antagonists WAY 100635 and NAD-299
attenuate the impairment of passive avoidance caused by scopolamine in the rat."
Neuropsychopharmacology 28(2): 253.

Mitani, A., H. Yanase, K. Sakai, Y. Wake and K. Kataoka (1993). "Origin of intracellular Ca2+
elevation induced by in vitro ischemia-like condition in hippocampal slices." Brain research
601(1-2): 103-110.

Moscarello, J. M. and J. E. LeDoux (2013). "Active avoidance learning requires prefrontal
suppression of amygdala-mediated defensive reactions." Journal of Neuroscience 33(9):
3815-3823.

Mowbray, M., S. Sinclair and S. Allan (2009). "Severe acneiform eruption exacerbated by
dantrolene sodium." Clinical and Experimental Dermatology: Viewpoints in dermatology
34(2): 248-249.

Muehlschlegel, S., R. Carandang, W. Hall, N. Kini, S. lzzy, B. Garland, C. Ouillette, I. M. van
der Bom, T. F. Flood and M. J. Gounis (2015). "Dantrolene for cerebral vasospasm after
subarachnoid haemorrhage: a randomised double blind placebo-controlled safety trial." J
Neurol Neurosurg Psychiatry 86(9): 1029-1035.

Muehlschlegel, S., G. Rordorf, M. Bodock and J. R. Sims (2009). "Dantrolene mediates
vasorelaxation in cerebral vasoconstriction: a case series." Neurocritical care 10(1): 116.
Muehlschlegel, S. and J. R. Sims (2009). "Dantrolene: mechanisms of neuroprotection and
possible clinical applications in the neurointensive care unit." Neurocritical care 10(1): 103-
115.

74



Nagatomo, |., W. Hashiguchi, M. Tominaga, Y. Akasaki, M. Uchida and M. Takigawa (2001).
"Effects of MK-801, dantrolene, and FK506 on convulsive seizures and brain nitric oxide
production in seizure-susceptible EL mice." Brain research 888(2): 306-310.

Nestler, E. J. and S. E. Hyman (2010). "Animal models of neuropsychiatric disorders." Nature
neuroscience 13(10): 1161.

Nowak, G., B. Szewczyk, J. M. Wieronska, P. Branski, A. Palucha, A. Pilc, K. Sadlik and W.
Piekoszewski (2003). "Antidepressant-like effects of acute and chronic treatment with zinc
in forced swim test and olfactory bulbectomy model in rats." Brain research bulletin 61(2):
159-164.

Nunes-de-Souza, R. L., A. Canto-de-Souza and R. J. Rodgers (2002). "Effects of intra-
hippocampal infusion of WAY-100635 on plus-maze behavior in mice: Influence of site of
injection and prior test experience." Brain research 927(1): 87-96.

O'Neil, M. F. and N. A. Moore (2003). "Animal models of depression: are there any?"
Human Psychopharmacology: Clinical and Experimental 18(4): 239-254.

Ochi, G., K.-i. Watanabe, H. Tokuoka, S. Hatakenaka and T. Arai (1995). "Neuroleptic
malignant-like syndrome: a complication of acute organophosphate poisoning." Canadian
journal of anaesthesia 42(11): 1027-1030.

Olsen, R. W. (1982). "Drug interactions at the GABA receptor-ionophore complex." Annual
Review of Pharmacology and Toxicology 22(1): 245-277.

Oshiro, W., T. Beasley, K. McDaniel, P. Evansky, S. Martin, V. Moser, M. Gilbert and P.
Bushnell (2015). "Prenatal exposure to vapors of gasoline—ethanol blends causes few
cognitive deficits in adult rats." Neurotoxicology and teratology 49: 59-73.

Otero-Romero, S., J. Sastre-Garriga, G. Comi, H.-P. Hartung, P. Soelberg Sgrensen, A. J.
Thompson, P. Vermersch, R. Gold and X. Montalban (2016). "Pharmacological management
of spasticity in multiple sclerosis: systematic review and consensus paper." Multiple
Sclerosis Journal 22(11): 1386-1396.

Oules, B., D. Del Prete, B. Greco, X. Zhang, |. Lauritzen, J. Sevalle, S. Moreno, P. Paterlini-
Bréchot, M. Trebak and F. Checler (2012). "Ryanodine receptor blockade reduces amyloid-$
load and memory impairments in Tg2576 mouse model of Alzheimer disease." Journal of
Neuroscience 32(34): 11820-11834.

Palnitkar, S. S., J. R. Mickelson, C. F. Louis and J. Parness (1997). "Pharmacological
distinction between dantrolene and ryanodine binding sites: evidence from normal and
malignant hyperthermia-susceptible porcine skeletal muscle." Biochemical Journal 326(3):
847-852.

Pandyan, A., M. Gregoric, M. Barnes, D. Wood, F. v. Wijck, J. Burridge, H. Hermens and G.
Johnson (2005). "Spasticity: clinical perceptions, neurological realities and meaningful
measurement." Disability and rehabilitation 27(1-2): 2-6.

Parr, M. and S. Willatts (1991). "Fatal theophylline poisoning with rhabdomyolysis: a
potential role for dantrolene treatment." Anaesthesia 46(7): 557-559.

Paul-Pletzer, K., S. S. Palnitkar, L. S. Jimenez, H. Morimoto and J. Parness (2001). "The
skeletal muscle ryanodine receptor identified as a molecular target of [3H] azidodantrolene
by photoaffinity labeling." Biochemistry 40(2): 531-542.

Paul-Pletzer, K., T. Yamamoto, M. B. Bhat, J. Ma, N. Ikemoto, L. S. Jimenez, H. Morimoto, P.
G. Williams and J. Parness (2002). "ldentification of a dantrolene-binding sequence on the
skeletal muscle ryanodine receptor." Journal of Biological Chemistry 277(38): 34918-34923.
Pawlak, C. R., R. K. Schwarting and A. Bauhofer (2005). "Cytokine mRNA levels in brain and
peripheral tissues of the rat: relationships with plus-maze behavior." Molecular brain
research 137(1-2): 159-165.

75



Pelletier, M. R, J. S. Wadia, L. R. Mills and P. L. Carlen (1999). "Seizure-induced cell death
produced by repeated tetanic stimulation in vitro: possible role of endoplasmic reticulum
calcium stores." Journal of neurophysiology 81(6): 3054-3064.

Peng, J., G. Liang, S. Inan, Z. Wu, D. J. Joseph, Q. Meng, Y. Peng, M. F. Eckenhoff and H. Wei
(2012). "Dantrolene ameliorates cognitive decline and neuropathology in Alzheimer triple
transgenic mice." Neuroscience letters 516(2): 274-279.

Pennati, A., E. Sacchetti and A. Calzeroni (1991). "Dantrolene in lethal catatonia." The
American journal of psychiatry.

Phelps, E. A. and J. E. LeDoux (2005). "Contributions of the amygdala to emotion
processing: from animal models to human behavior." Neuron 48(2): 175-187.

Pimplikar, S. W. (2009). "Reassessing the amyloid cascade hypothesis of Alzheimer's
disease." The international journal of biochemistry & cell biology 41(6): 1261-1268.
Podranski, T., T. Bouillon, P. M. Schumacher, A. Taguchi, D. |. Sessler and A. Kurz (2005).
"Compartmental pharmacokinetics of dantrolene in adults: do malignant hyperthermia
association dosing guidelines work?" Anesthesia & Analgesia 101(6): 1695-1699.

Popescu, B., M. Oprica, M. Sajin, C. L. Stanciu, O. Bajenaru, A. Predescu, C. Vidulescu and L.
Popescu (2002). "Dantrolene protects neurons against kainic acid induced apoptosis in vitro
and in vivo." Journal of cellular and molecular medicine 6(4): 555-569.

Popugaeva, E. and I. Bezprozvanny (2013). "Role of endoplasmic reticulum Ca2+ signaling in
the pathogenesis of Alzheimer disease." Frontiers in molecular neuroscience 6: 29.
Popugaeva, E. and I. Bezprozvanny (2014). "Can the calcium hypothesis explain synaptic
loss in Alzheimer's disease?" Neurodegenerative Diseases 13(2-3): 139-141.

Porsolt, R. D., G. Anton, N. Blavet and M. Jalfre (1978). "Behavioural despair in rats: a new
model sensitive to antidepressant treatments." European journal of pharmacology 47(4):
379-391.

Pritchard, T. J. and E. G. Kranias (2009). "Junctin and the histidine-rich Ca2+ binding protein:
potential roles in heart failure and arrhythmogenesis." The Journal of physiology 587(13):
3125-3133.

Protasi, F. (2002). "Structural interaction between RYRs and DHPRs in calcium release units
of cardiac and skeletal muscle cells." Front Biosci 7(1-3): d650.

Riazi, S., N. Kraeva and P. M. Hopkins (2018). "Updated guide for the management of
malignant hyperthermia." Canadian Journal of Anesthesia/Journal canadien d'anesthésie
65(6): 709-721.

Riazi, S., M. G. Larach, C. Hu, D. Wijeysundera, C. Massey and N. Kraeva (2014). "Malignant
hyperthermia in Canada: characteristics of index anesthetics in 129 malignant hyperthermia
susceptible probands." Anesthesia & Analgesia 118(2): 381-387.

Rubin, A. S. and A. D. Zablocki (1987). "Hyperkalemia, verapamil, and dantrolene."
Anesthesiology: The Journal of the American Society of Anesthesiologists 66(2): 246-248.
Russell, C. S., C. Lang, M. McCambridge and B. Calhoun (2001). "Neuroleptic malignant
syndrome in pregnancy." Obstetrics & Gynecology 98(5): 906-908.

Ryan, P. J. (1983). "Preliminary report: experience with the use of dantrolene sodium in the
treatment of bites by the black widow spider Latrodectus hesperus." Journal of Toxicology:
Clinical Toxicology 21(4-5): 487-489.

Rybnikova, E., V. Mironova, S. Pivina, E. Tulkova, N. Ordyan, L. Vataeva, E. Vershinina, E.
Abritalin, A. Kolchev and N. Nalivaeva (2007). "Antidepressant-like effects of mild hypoxia
preconditioning in the learned helplessness model in rats." Neuroscience letters 417(3):
234-239.

Saki, K., M. Bahmani and M. Rafieian-Kopaei (2014). "The effect of most important
medicinal plants on two importnt psychiatric disorders (anxiety and depression)-a review."
Asian Pacific journal of tropical medicine 7: S34-S42.

76



Salomone, S., G. Soydan, M. A. Moskowitz and J. R. Sims (2009). "Inhibition of cerebral
vasoconstriction by dantrolene and nimodipine." Neurocritical care 10(1): 93.

Saltzman, L. S., R. A. Kates, B. C. Corke, E. A. Norfleet and K. R. Heath (1984). "Hyperkalemia
and cardiovascular collapse after verapamil and dantrolene administration in swine."
Anesthesia and analgesia 63(5): 473-478.

Sambuughin, N., T. E. Nelson, J. Jankovic, C. Xin, G. Meissner, M. Mullakandov, J. Ji, H.
Rosenberg, K. Sivakumar and L. G. Goldfarb (2001). "Identification and functional
characterization of a novel ryanodine receptor mutation causing malignant hyperthermia in
North American and South American families." Neuromuscular Disorders 11(6-7): 530-537.
Sanchez, C., K. P. Bggesg, B. Ebert, E. H. Reines and C. Braestrup (2004). "Escitalopram
versus citalopram: the surprising role of the R-enantiomer." Psychopharmacology 174(2):
163-176.

Scalco, R. S., N. C. Voermans, R. Piercy, H. Jungbluth and R. Quinlivan (2016). "Dantrolene as
a possible prophylactic treatment for RYR1-related rhabdomyolysis." European journal of
neurology 23(8): e56-e57.

Schneier, F. R., T. L. Rodebaugh, C. Blanco, H. Lewin and M. R. Liebowitz (2011). "Fear and
avoidance of eye contact in social anxiety disorder." Comprehensive Psychiatry 52(1): 81-
87.

Sena, L. g. M., C. n. Bueno, R. L. Pobbe, T. G. Andrade, H. Zangrossi Jr and M. B. Viana
(2003). "The dorsal raphe nucleus exerts opposed control on generalized anxiety and panic-
related defensive responses in rats." Behavioural brain research 142(1-2): 125-133.
Serrano, F. and E. Klann (2004). "Reactive oxygen species and synaptic plasticity in the aging
hippocampus." Ageing research reviews 3(4): 431-443.

Sessler, D. I. (2008). "Temperature monitoring and perioperative thermoregulation."
Anesthesiology: The Journal of the American Society of Anesthesiologists 109(2): 318-338.
Shabani, M., N. Dahmardeh, M. Asadi-Shekaari, S. Arjmand and M. Haghani (2018).
"Fingolimod attenuates harmaline-induced passive avoidance memory and motor
impairments in a rat model of essential tremor." Ceska a slovenskda neurologie a
neurochirurgie 81(6).

Shen, Y., W. Wei, G. Zhang, J. Yang, C. Liu, C. Dong and S. Xu (2001). Improvement of
melatonin on the learning and memory impairment induced by amyloid beta-peptide 25-35
in elderly rat via a inflammatory-immune mechanism. FUNDAMENTAL & CLINICAL
PHARMACOLOGY, WILEY-BLACKWELL COMMERCE PLACE, 350 MAIN ST, MALDEN 02148,
MA USA.

Sheppard, O., M. P. Coleman and C. S. Durrant (2018). "Microglia-dependent presynaptic
disruption in an organotypic hippocampal slice culture model of neuroinflammation."
bioRxiv: 502559.

Shoji, H., K. Takao, S. Hattori and T. Miyakawa (2014). "Contextual and cued fear
conditioning test using a video analyzing system in mice." JoVE (Journal of Visualized
Experiments)(85): e50871.

Snyder, H. R., C. S. Davis, R. K. Bickerton and R. P. Halliday (1967). "1-[5-Arylfurfurylidene)
amino] hydantoins. A New Class of Muscle Relaxants." Journal of medicinal chemistry 10(5):
807-810.

Stevenson, V. and D. Playford (2012). "Neurological rehabilitation and the management of
spasticity." Medicine 40(9): 513-517.

Sudo, R. T., P. L. d. Carmo, M. M. Trachez and G. Zapata-Sudo (2008). "Effects of azumolene
on normal and malignant hyperthermia-susceptible skeletal muscle." Basic & clinical
pharmacology & toxicology 102(3): 308-316.

Supnet, C. and I. Bezprozvanny (2011). "Presenilins function in ER calcium leak and
Alzheimer's disease pathogenesis." Cell calcium 50(3): 303-309.

77



Szentesi, P., C. Collet, S. Sarkozi, C. Szegedi, I. Jona, V. Jacquemond, L. Kovacs and L.
Csernoch (2001). "Effects of dantrolene on steps of excitation-contraction coupling in
mammalian skeletal muscle fibers." The Journal of general physiology 118(4): 355-376.

Ten Holter, J. and R. Schellens (1988). "Dantrolene sodium for treatment of carbon
monoxide poisoning." British medical journal (Clinical research ed.) 296(6639): 1772.
Thorndike, E. (2017). Animal intelligence: Experimental studies, Routledge.

Tilgen, N., F. Zorzato, B. Halliger-Keller, F. Muntoni, C. Sewry, L. M. Palmucci, C. Schneider,
E. Hauser, F. Lehmann-Horn and C. R. Miiller (2001). "Identification of four novel mutations
in the C-terminal membrane spanning domain of the ryanodine receptor 1: association with
central core disease and alteration of calcium homeostasis." Human molecular genetics
10(25): 2879-2887.

TSUTSUMI, Y., K. YAMAMOTO, S. MATSUURA, S. HATA, M. SAKAI and K. SHIRAKURA (1998).
"The treatment of neuroleptic malignant syndrome using dantrolene sodium." Psychiatry
and clinical neurosciences 52(4): 433-438.

Ucuncu, H., S. Taysi, B. Aktan, M. Buyukokuroglu and M. Elmastas (2005). "Effect of
dantrolene on lipid peroxidation, glutathione and glutathione-dependent enzyme activities
in experimental otitis media with effusion in guinea pigs." Human & experimental
toxicology 24(11): 567-571.

Vallner, J., J. Perrin and S. Wold (1976). "Comparison of graphical and computerized
methods for calculating binding parameters for two strongly bound drugs to human serum
albumin." Journal of pharmaceutical sciences 65(8): 1182-1187.

van Gaalen, M. M. and T. Steckler (2000). "Behavioural analysis of four mouse strains in an
anxiety test battery." Behavioural brain research 115(1): 95-106.

Vander, T., H. Odi, V. Bluvstein, J. Ronen and A. Catz (2005). "Carbamazepine toxicity
following oxybutynin and dantrolene administration: a case report." Spinal cord 43(4): 252.
Verkhratsky, A. and E. C. Toescu (1998). "Calcium and neuronal ageing." Trends in
neurosciences 21(1): 2-7.

Vogel-Ciernia, A. and M. A. Wood (2014). "Examining object location and object recognition
memory in mice." Current protocols in neuroscience 69(1): 8.31. 31-38.31. 17.

Vorhees, C. V. and M. T. Williams (2006). "Morris water maze: procedures for assessing
spatial and related forms of learning and memory." Nature protocols 1(2): 848.

Wang, C., H. N. Nguyen, J. L. Maguire and D. C. Perry (2002). "Role of intracellular calcium
stores in cell death from oxygen—glucose deprivation in a neuronal cell line." Journal of
cerebral blood flow & metabolism 22(2): 206-214.

Wang, R., X. Zhong, X. Meng, A. Koop, X. Tian, P. P. Jones, B. R. Fruen, T. Wagenknecht, Z.
Liuand S. W. Chen (2011). "Localization of the dantrolene-binding sequence near the
FK506-binding protein-binding site in the three-dimensional structure of the ryanodine
receptor." Journal of Biological Chemistry 286(14): 12202-12212.

Wei, H., P. Leeds, R. W. Chen, W. Wei, Y. Leng, D. E. Bredesen and D. M. Chuang (2000).
"Neuronal apoptosis induced by pharmacological concentrations of 3-hydroxykynurenine:
characterization and protection by dantrolene and Bcl-2 overexpression." Journal of
neurochemistry 75(1): 81-90.

Wei, H. and D. C. Perry (1996). "Dantrolene is cytoprotective in two models of neuronal cell
death." Journal of neurochemistry 67(6): 2390-2398.

Wensel, T. M., K. W. Powe and M. E. Cates (2012). "Pregabalin for the treatment of
generalized anxiety disorder." Annals of Pharmacotherapy 46(3): 424-429.

Wilkinson, S., B. Portmann and R. Williams (1979). "Hepatitis from dantrolene sodium." Gut
20(1): 33-36.

78



Wu, Z., B. Yang, C. Liu, G. Liang, M. F. Eckenhoff, W. Liu, S. Pickup, Q. Meng, Y. Tian and S. Li
(2015). "Long Term Dantrolene Treatment Reduced Intraneuronal Amyloid in Aged
Alzheimer Triple Transgenic Mice." Alzheimer disease and associated disorders 29(3): 184.
Yamagishi, F., T. Komoda, K. Ohnishi and S. Itoh (1993). "Protective effect of dantrolene
sodium on carbon tetrachloride induced liver injury in the rat." Research communications in
chemical pathology and pharmacology 82(2): 237-240.

Zhao, J., W. Bi, S. Xiao, X. Lan, X. Cheng, J. Zhang, D. Lu, W. Wei, Y. Wang and H. Li (2019).
"Neuroinflammation induced by lipopolysaccharide causes cognitive impairment in mice."
Scientific reports 9(1): 5790.

Zhao, X., N. Weisleder, X. Han, Z. Pan, J. Parness, M. Brotto and J. Ma (2006). "Azumolene
inhibits a component of store-operated calcium entry coupled to the skeletal muscle
ryanodine receptor." Journal of Biological Chemistry 281(44): 33477-33486.

79



