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1. GIRIS

Gunumuzde sik¢a gorulen Norodejeneratif bozukluklar beynin spesifik
bolgelerindeki noronlarin progresif ve irreversibl kaybi ile karakterize bir grup
patolojiye neden olmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisi genellikle
semptomatiktir. Kisa sureli semptomlar giderilir. Ancak hastaligin
progresyonu devam eder. Yas artikga bu hastaliklarin goralme orani da artar.
Bu nedenlerle norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni yaklagimlar
aranmaktadir. Son yillarda bu hastaliklarin tedavisinde pirolidon tlrevleri
grubu icerisinde yer alan; levetirasetam ve nefirasetam bu hastaliklari
tedavisinde  noroprotektif  olduklari  6ne  sdrllerek  kullaniimaya
baslanmiglardir. Bu ilaclardan levetirasetam antiepileptik, nefirasetam ise
nootropik Ozellikleriyle 6n planda olmalarina ragmen ndéroprotektif etkileri
oldugu ve bu ylzden builaglarin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi gerektigini oneren c¢alismalar yayinlanmistir. Ancak birkag
calismada ise bu ajanlarin az da olsa olasi norotoksik etkileri olabilecegi

belirtilmigtir.

Bu c¢alismada temel olarak antiepileptik ve nootropik kullanim alanlar
olan levetirasetam ve nefirasetamin fare ndéroblastoma hicre dizininde
(NB2a) norotoksisite tarama testi ile nérotoksik veya néroprotektif etkilerini
goérmek icin uygulanan konsantrasyonlarda noéronlar Gzerindeki etkileri,
¢ogalma ve olum gibi davranis mekanizmalari, in vitro olarak arastiriimigtir.
Norotoksisitesi yoksa norotoksisitesi bilinen ve organofosfatli bir insektisit
olan klorprifos kullanilarak NB2a hicrelerinde nérotoksik hasar olugturularak
levetirasetam ve nefirasetamin bu norotoksisiteyi Onleyici veya geri

donduricu muhtemel etkileri gdzlenmeye galigiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NORON (Sinir Hiicresi)

Sinir sistemi anatomik olarak merkezi sinir sistemi ve periferik sinir
sistemlerinden olugsmaktadir. Merkezi sinir sistemi: beyin, omurilik ve gézun
sinir ile ilgili kisimlarindan olusurken; periferik sinir sistemi: periferik
ganglionlar, sinirler, gangliyonlari merkezi sinir sistemine baglayan sinir
uclari, reseptorler ve vicudun efektor yapilarindan olusur. Sinir sisteminin
islevsel birimleri, néron veya sinir hicresi olarak adlandirilan uyarilabilme
yetenedine sahip son derece 6Ozellesmis hucrelerdir. Bu hlcreler de genel
olarak soma veya hucre govdesi, dendritler ve akson olmak Uzere ug

bdélimden olusur (1).

Batan noéronlar, onlari diger doku hucrelerinden farkli kilacak genel
Ozelliklere sahiptirler. Noronlar tipik olarak yuksek derecede polarize
durumdadirlar. Elektriksel sinyalleri isleyebilmek icin hiicre fonksiyonlari
kisimlara ayrilmistir. Hlicre govdesi olarak adlandirilan perikaryon, genellikle
toplam hdcre hacminin onda birinden daha az kismini olusturur. Ayrica
govde, nukleus ve diger hlcre organellerini igerir. Néronun diger kisimlarini
olugsturan dendritler ve akson, hucre govdesinden c¢ikan uzantilardir.
Dendritler ¢gok sayida ince dallara ayrilan diger noronlardan sinaptik bilgileri

almak icin dzellesmis yapilardir (Sekil 1).

Akson ise elektriksel uyarilari yayan, genellikle uzak mesafelere
ulasan diger bir sinir hiicresi ya da hedef organla néronu sonlandiran tek
Ozellesmis uzantidir. Noronlarin hicre membranindaki iyon kanallari ve
pompalari yardimiyla hucrenin i¢i ve digl arasindaki anlk iyon degisimleri
sonucu elektriksel potansiyelin hizli bir sekilde degismesi mumkdandar.
Noéronlarda polarite ve uyarilabilme o6zellikleri uzun mesafeler boyunca
sinyallerin alinmasi, iletiimesi ve iglenmesini saglayacak sekilde gelismigtir.

Hucre gbvdesinden gikan uzanti sayisina gore noéronlar multipolar, bipolar,



psoddounipolar ve unipolar olmak lizere doért gruba ayrilirlar. Islevierine gore

ise duyu, motor ve internoronlar olmak tzere Ug gruba ayrilirlar (2).

—_ Miyelin kalef
T (Schwann Hicresi)
Akson hilusu

Sekil 1. Bir néronun yapisi (4).

2.1.1. Arka Kok Gangliyonu (AKG) ve primer duyu noronlari

Omurilik dorsal ve ventral boynuzlarindan, arka (dorsal) ve 6n (ventral)
koklerden olusur. Bu kokler, omurilikten ve omurilige dogru uzanan sinir lifleri
tasirlar. Arka kokler omurilige duyu (afferent) lifleri, ventral kokler omurilikten
motor (efferent) lifleri tagirlar. Yan taraflarda ise her bir intervertebral delige
yakin bir sekilde yerlesmis bir dorsal kok iginde ¢ok sayida dorsal kokguk,
ventral kok iginde ise ¢ok sayida ventral kokguk birlesmis durumda
bulunmaktadir. Bu kokler sonra intervertebral foramen icinde vertebral
kanallarda uzanarak ayrilirlar. Burada arka ve on kokler duyu ve motor
fibrillerin her ikisini tagiyan spinal siniri olugturmak tzere birlegirler. Omurilige
lateralden, 6n kokle ortadan birlesen bir arka kok, intervertebral foramina
icinde kivriir ve bu arka kok gangliyonudur (Sekil 2.2). Gangliyon ndron
hicre gdvdelerinin bir arada bulundugu yapilara verilen addir. AKG periferal
duyu liflerinin govdelerini igerir. Periferal duyu néronlari nadir ve benzersiz bir

yaplya sahiptirler. Periferal duyu no6ronlar psodounipolar yapidadir.



Psddounipolar noron tek aksona sahiptir. Ancak govdeden gikan tek akson T
seklinde ikiye ayrilir. Aksonun bir kolu ya 6zellesmis bir yapida, ya da serbest
sinir ucu formunda bir reseptdr yapisi olusturur (Meissner kapsuli ya da
Paccini kapsulu gibi). Bu reseptorler deri, deri alti dokular, derin dokular ya
da i¢ organlara yerlesmigstir. Aksonun diger ucu ise merkezi sinir sistemi ile
iligkilidir. Bu noronlar genellikle duyu sonlanmalarindan aldiklari mesaijlari
merkezi sinir sistemine iletirler (Sekil 2). Dolayisiyla bu néronlara duyu

noronlari adi da verilmektedir.

Beyar Madde  Arka Kok
SAL

Gri Madde \I)()R.\
Merkezi
nal

Sekil 2. Arka kdk gangliyonu anatomisi (4).

Hucre govdesi metabolik fonksiyonlari yerine getirir ve 10-50 pm
bayukligundedir. Hucre iginde endoplazmik retikulum ve Uzerinde Nissl
cisimcikleri bulunmaktadir. Cekirdek icinde belirgin bir ¢ekirdekcik vardir.
Arka kok ganliyonlari yan yana 10-20 ym buyudkliginde, en fazla 50 ym
bayukliginde hucre govdelerinin bir araya gelmesinden olusur. AKG

ndronlar kiguk satellit hicreleri tarafindan gevrelenir (3).

2.1.2. Aksonal Tagima

Noéronlar hicre disiyla i¢i arasinda aksonlarla ve dendritlerle bilgi
aligverisini saglamak i¢in polarize durumdadirlar. Bu polarize yapi,
fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri igin gereklidir. Polaritenin olusumundan,

bircok protein ve hucrenin sitoiskelet elemanlarinin nitelikleri ve dagihimlari



sorumludur (5). Noronlarin hucre iskeleti yapisini olusturan o6nemli
elemanlarindan biri olan ndrofilamentler aksonlara mekanik destek ve
kararhlik saglar. Norofilamentlerin molekuler agirliklarina gére NF 68 (hafif
zincir), NF 160 (orta zincir) ve NF 200 (agir zincir)den olugsan bir
heteropolimer olduklari bilinmektedir (6,7). Hucre iskeleti yapisini olusturan
diger onemli elemanlarindan biri mikrotubdllerdir (8,9). Aksonal tasima
gerceklesirken mikrotlbduller bir ray gibi is gorurler. Mikrotubdller a, B tabdlin
heterodimerlerinden olusan tlip benzeri yapilardir. On ¢ adet paralel bir
sekilde dizilmis protofilament mikrotibul duvarini olusturur. Aksonlarda
mikrotubuller daha hizli buydyen arti u¢ ve daha yavas blylyen eksi ug

olmak Uzere polarize durumda uzanir (10).

2.1.3. Akson hasari

Periferik sinir sistemi hasarlari 6nemli derecede fonksiyon kaybina ve
devam eden gunlik olaylarin aksamasina neden olur. Rejenerasyon ve
reinnervasyon gerceklesse de bazen kalici olarak hasar gérmius duyu ve
motor noronlar, ndropatik agri gibi ikincil problemler yuzinden 6nemli

fonksiyon kayiplarina yol acabilirler (11,12).

Sinir hasarlarindan sonra meydana gelen iyilesme ya da adaptasyon

u¢ yoldan biriyle olur:

a) Hedef dokular hasarli aksonlarin rejenerasyonu ile tekrar

innerve olmasi.

b) Yakinlarda bulunan hasarsiz aksonlarin kolleteral dallari ile

tekrar innerve olmasi.

c) Kaybolmus fonksiyonlar ile ilgili sinir sistemi devrelerinin tekrar

sekillenmesi (13).

Periferik sinir hasarlari sonrasinda kesilmig aksonlarin rejenere olmasi

ve fonksiyonel baglantilarini tekrar kurabilmesi canlinin yasi, etkilenen sinir



lifi, lezyon vyeri, lezyon tipi ve aksonun kat etmesi gereken mesafeye bagli
olarak degisiklik gosterir (14). Genel olarak insanlarda 2 cm’den daha dar
bosluk olusturan sinir yaralanmalari iyilesebilmekte, fakat 4 cm’den daha
fazla arallk olustugunda tamirin neredeyse imkansiz oldugu kabul
edilmektedir (15). Periferik ve merkezi sinir sistemi sinir hasarinin sonuglari
birbiri ile yakin iligkilidir; Soyle ki periferik bir sinir hasari genellikle merkezi
sinir sisteminde onemli ve uzun sureli degisikliklere ve yeni duzenlemelere
neden olur (16,17,18). Siyatik sinir hasarindan sonra AKG’larda kuguk
néronlarin buydk ndronlara goére %10-30 arasinda daha fazla etkilendigi
rapor edilmigtir (19,20,21,22,23). Periferik sinir sisteminde baglica g
dejenerasyon s6z konusudur. Bunlar; Waller dejenerasyonu, aksonal

dejenerasyon ve segmental demiyelinizasyondur.
2.1.3.1. Waller dejenerasyonu

Periferik sinir liflerinin kopmasiyla sonug¢lanan hasarlardan sonra
lezyonun distalinde akson ve miyelin kiliflari Waller dejenerasyonu adli bir
sure¢ icerisinde pargalanir (13). Dejenerasyon retrograd olarak aksonun
proksimal sinir gudugunun kisa bir segmentinde de meydana gelir (24).
Dejenerasyonun artiklari Schwann hucrelerinin ve makrofajlarin isbirligi ile
temizlenir (25,26).

2.1.3.2. Aksonal dejenerasyon

Aksonal dejenerasyon, sinir travmasi, toksik sebepler, inme, glokom,
ndrodejeneratif hastaliklar ve normal néron gelisimi gibi farkli sebeplerle
ortaya cikabilir (27). Bu dejenerasyon ya dogrudan periferik sinir hucre
govdesini ya da aksonun butinina etkiler (28,29). Periferik sinir hicresi
hasar nedeniyle canlihgini yitirmisse geri donus mumkun degildir. Hasara
sebep olan engeller aksonun butunligu bozulmadan ortadan kalkarsa, akson
haftalar ya da aylar sonra fonksiyonuna yeniden kavusabilir (30). Ancak

aksonun butunlugu bozulmugsa Waller dejenerasyonu devreye girer (31).



Aksonal dejenerasyonu anlamak igin en uygun ve basit model
aksonlarin transeksiyonudur. Transeksiyon sonrasi en az u¢ morfolojik faz
g6zlemlenir. Akut dejenerasyon fazinda aksonun proksimal ve distal kokleri
akson kesilir kesilmez etkilenir (32). Ardindan distal aksonun morfolojik
olarak saglam kalan kisminin elektiriksel aktiviteye devam ettigi latent faz
gelir (33) ve yarali boélgeden akson iskeleti boyunca hizli fragmentasyonun
oldugu granuler dejenerasyon fazi geligir (34,35). Bu ardisik olaylar rodent
aksonlarinda in vitro 12-24 saatte (36,37,38), in vivo 24-48 saatte (39,40)
hizlica tamamlanir. Bazi fizyolojik kosullari degistirmek bu sureyi
degistirebilir. Ornegin ortam sicakhigini disirmek ve ekstraselliler kalsiyum
duzeylerini azaltmak gibi degisiklikler latent periyodu onemli Olgude uzatir
(41, 42, 43).

N-tipi kalsiyum kanal blokérlerinin (L-tipi degil) aksotomiden 4 gin
sonraya kadar akson dejenerasyonunu onemli derecede geciktirdikleri
gOsterilmigtir (41). Bu durum aksonal dejenerasyonun gergeklesmesi igin
hiicre ici Ca*? diizeylerinde artisin gerekli oldugunu ve bu artisin iyon spesifik
kanallar vasitasi ile oldugunu gostermektedir. Fakat yine de hasarli aksona
hangi sinyal ve hangi yonetici unsur ile Ca*? girisi saglandigi kesin olarak
belirlenememistir. Yapilan bazi c¢alismalarda enerji azalmasi sebebiyle
NA/K/ATPaz aktivitesinde azalma veya tetrodotoksin (TTX) duyarli Na
kanallarinin sinir hasari sonucu zarar goérmesi sebebiyle hiicreye Na®
girisinde artisin olabileceg@i, bunun membrani depolarize edecegini ve bu
durumun voltaj duyarli Ca*? kanallarini agarak hiicre icine Ca*? akisini
artirabilecegi belirtiimistir (44).

Hucre icine ekstrasellller Ca*? akisinin yani sira hdcre iginde de
onemli kalsiyum deposu olan organellerden de intraselliler Ca*? salinimi
oldugu bildirilmistir (45).Bu hilcre i¢i depolarin bosalmasi ekstraselltler
kalsiyumun hucre ici akigi ile tetiklenebilece@i gibi direk sinir hasarinin bir
sonucu olarak da gergeklesiyor olabilir. istisna olarak mitokondri segici
uniporter tasima sayesinde sitozolik Ca*? seviyelerini tamponlayabilir (46,
47). iskemik sinir hasarlarinda kalsiyum, ryanodin ve IP(3) reseptorleri
vasitasiyla endoplazmik retikulumdan salinir (48, 49). Aksotomi durumunda
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proksimal aksondaki endoplazmik retikulumun tim kalsiyum rezervi hizla
bosalir (50). Yapilan tum bu galismalar akson hasarinda hasarin buyukluga,
olusum hizi gibi parametrelerin onemli sekilde Ca*? bagimli oldugunu

gOstermektedir.

2.1.3.3. Segmental Demiyelinizasyon

Miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir aksonunda bir hasar olmaksizin
etrafindaki Schwann hucresinde veya miyelin kilifta meydana gelen hasardir
(51). Miyelin yenilenebilen bir kiliftir. Demiyelinizasyon etkeni ortadan
kalktiginda, demiyelinizasyonu takiben 15 gun ile 6 ay arasinda
remiyelinizasyon tamamlanabilir. Bununla birlikte remiyelinize olan
segmentlerde miyelin, dncekine gore daha ince ve internodal araliklar daha
kisadir (51).

2.1.4. Norodejeneratif Hastaliklar ve aksonal tagima

ilk yillardan itibaren cesitli norodejeneratif hastaliklarda aksonal
tasimanin  bozulmus olabilecegi dusunulmustir (52, 53). Diyabetik
noropatiden, Amiyotrofik Lateral Skleroza (ALS), Alzheimer hastalijindan
Huntington hastalijina kadar pek ¢ok bozuklukta aksonal tagima kusurlari
gOsterilmistir (28, 54). Norodejeneratif hastaliklarda néron kaybi altinda yatan
hicresel ve molekiler mekanizmalar tam olarak agiklanamamigtir.
Norodejeneratif hastaliklarin gelismesinin sebeplerinden birisinin de aksonal
tasimada meydana gelen bozukluklar oldugu belirlenmistir (55). Aksonal
tasimada gorevli olan motor proteinlerdeki mutasyonlar aksonal tagsima
bozukluklarina sebep olmaktadir. Anterograd tasimada gorevli motor protein
kinesinde meydana gelen mutasyon, kinesinin fonksiyonunun bozulmasina,
dolayisiyla norodejenerasyonun uyariimasina sebep olur. Retrograd
tasimada gorevli motor proteindeki nokta mutasyonlar ya da delesyonlar
dynein fonksiyon bozukluklarina sebep olur (54). ALS, Hungtington gibi
hastaliklarda aksonal tasimada yavaslama goralmustiar (56). Cesitli
seviyelerde retrograd aksonal tagsima degisiklikleri (56). Protein agregatlarin
olustugu karakterize edilmis ALS, Hungtington ve Alzhemier hastaliklarinda



bu agregatlarin motor proteinin ayrilmasina sebep olduklari belirlenmistir.
Superoksid dismutaz (SOD1) mutant agregatlari ve Huntingtin proteinlerinin
hem dynein hem de kinesin motor proteinleri yakaladiklarina dair kanitlar
bulunmaktadir (57, 58).

Aksonal tasimayi duzenleyen mikrotlibullerdeki tabudlin Unitelerin
tirozinasyonu, asetilasyonu gibi modifikasyonlarda aksonal tasimayi etkiler
(59, 60). Kargonun motor proteine baglanmasini saglayan adaptor
proteinlerde meydana gelecek bozukluklar nérodejeneratif hastaliklarda
belirlenmistir. Ornegdin Charcot Marie Tooth hastaliinda endozomlarin motor
proteine baglanmasinda goérevli olan adaptdr proteindeki mutasyon, ALS
hastaliginda GTP duzenleyen adaptor proteindeki mutasyon, aksonal
ndropati sebebidir (61, 62). Mitokondrilerin ihtiyaci olan yerlere iletlememesi
sonucu olusan enerji ihtiyaci ve mitokondrial transportta meydana gelen
problemlerde gesitli ndrodejeneratif hastaliklarda gézlenmistir (63). Ozellikle
noronlar gibi postmitotik hicrelerde toksik madde birikimini onlemek ve
yaslanmis organel ve protein agregatlarini pargcalamak igin makrofaji
onemlidir. Néronlarda otofagozom olusumu, Ag5 ya da At7 genleri ile kontrol
edilir. ALS, Hungtington, Parkinson gibi hastaliklarda otofagozomlarin
tasinimina bagh olarak birikim gerceklesir (64, 65). Ayrica hucrenin hayatta
kalmasini saglayacak ya da apopitozise gitmesine neden olacak sinyal

iletimin dengesindeki degisiklik patojenitelerdeki hayati noktadir (56).

2.2.NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Norodejenerasyon, ndronlarin, yani sinir hdcrelerinin, hasari ve
kademeli olumu olarak tanimlanir; bunun sonucunda ortaya ¢ikan
hastaliklara norodejeneratif hastaliklar denir. En 6nemli temsilcileri,
Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaliklari, ALS ve kalitsal ataksiler olan
ndrodejeneratif hastaliklar, gelismis Ulkelerde kalp-damar hastaliklari ve
kanserden sonraki en sik 6lim nedenidir. Olusum mekanizmalari ve etkin
tedavileri henuz bulunamamis olan bu kronik ve ilerleyici seyir gosteren

hastaliklarin, gunumuzde ancak semptomatik tedavileri mumkundur.
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Dolayisiyla nérodejeneratif hastaliklar, modern tibbin ¢ézmeye ugrastigi en
onemli hedeflerin basinda gelir.

Beynin farkl bolgelerini etkiledikleri igin, klinikte ayri ayri kimlikleri olan
nérodejeneratif hastaliklarin, hicre mekanizmalari dizeyinde bulyuk
benzerlikleri  vardir. Bu baglamda, norodejeneratif hastaliklarin
incelenmesinde tek bir hastalia yogunlasmaktan ziyade, bu gruptaki birkag
hastaligin etki ve olusum mekanizmalarini anlamaya c¢alismak,

norodejenerasyon sureglerine panoramik bir bakis agisi kazandirir.

Norodejeneratif hastaliklarda tedavi, ancak ndrodejenerasyon olusum
mekanizmalarinin anlasiimasi ile mumkun olacaktir. Yakin zamana kadar
gerek klinisyenler, gerek arastirmacilar nérodejeneratif hastaliklarin olusum
mekanizmasina dayali bir tedaviye, yani tam sagaltima, olduk¢a kuskulu
yaklasirlardi. Son yillarda bu kétimser goérus yerini blyUtk oranda iyimserlige
birakmigtir. Bunda hicre ve gelisim biyolojisi, model sistemler ve ilag
tedavisindeki gelismelerin géz ardi edilemeyecek bir etkisi vardir. Ancak
norodejeneratif hastaliklardaki arastirmaya en buyuk ivmeyi molekuler
genetik alanindaki ilerlemeler, yuksek teknoloji kapsamina giren genomik
arastirmalar ve hizla gelisen biyolojik yontemlerle birlikte canli dokularin
urettigi  elektriksel isaretlerin elde edilmesi ve bu igsaretleri isleme

tekniklerindeki gelismelerde hiz kazandirmistir (66).

2.2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer Hastahgr ilk olarak 1906’da Alman psikiyatrist ve
noroanatomist Alois Alzheimer tarafindan tanimlandi. Noérodejeneratif bir
hastalik olan Alzheimer hastaligi (AH), yaslilarda en sik gorulen demans
tipidir. Demans, gunluk yasam aktivitelerinin surduriimesini engelleyen
ilerleyici, kronik bir beyin hastaligidir. Bellek kaybi, glnlik yasamin
gereksinimleriyle basa ¢ikabilme yeteneginde azalma, algilamada, toplumsal
davraniglarin duzenlenmesinde ve duygusal tepkilerin kontrolinde bozulma
sik kargilasilan belirtilerdir. Demans buylk ¢ogdunlukla geri doénlssiz ve

ilerleyici bir durumdur.
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Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklar sinsi baglar ve yillar
icinde progresif olarak geligir. Hasta yakinlari geriye baktiklarinda, hastadaki
unutkanhk gibi erken devredeki hafif semptomlarin hastalidin ilk habercisi

oldugunu fark ederler.

Alzheimer hastaligi yasllarda siktir ve unutkanlik yaslilikla birlikte
artar. Normal yaslanma ile ortaya c¢ikan unutkanhk gibi hafif kognitif
problemler her zaman ileride Alzheimer hastaligi ¢ikacagina isaret etmez.
Diger yandan hafif bozukluklari olan bir¢ok kisi Alzheimer hastaliginin erken
evrelerinde olabilir. Son yillarda yapilan galigmalar, yasa baglh normal kognitif
degisikliklerle Alzheimer hastaligi arasinda bir gegis doneminin oldugunu
gostermigstir. Hafif kognitif bozukluk (HKB), normal yaslanma ile Alzheimer
hastaligi arasindaki klinik durumu tanimlar. Bu Kkisilerde yasina gore
umulandan daha fazla unutkanlik vardir. Fakat Alzheimer hastahdi tani
kriterlerini karsilamaz. Bugun hafif kognitif bozuklugu olan Kisilerin yluksek
oranda Alzheimer hastaligina yakalanma riski tagidigina inaniimaktadir. Bu

bakimdan bu kisilerin taninmasi, izlenmesi ve tedavisi 6nem tasir.
Hafif kognitif bozukluk igin klinik kriterler sunlardir:

Hasta yakini tarafindan da dogrulanan bellek bozuklugu yakinmasi,
Yasa ve egitime gore objektif bellek bozuklugu,
Genel kognitif fonksiyonlarin genis oranda korunmus olmasi,

Gunluk yasam aktivitelerinin bluyuk miktarda saglam olmasi,

o > o~

Demans bulunmamasi.
Bugunku kanitlar Alzheimer hastaligina bagh patolojik degisikliklerin
klinik bulgular ortaya ¢ikmadan 15-20 yil 6nce basladigina isaret etmektedir.
Alzheimer hastaligi klinik olarak;
1. Presemptomatik donem,
Preklinik donem,
Erken “supheli” Alzheimer hastaligi,
Hafif Alzheimer hastaligi,

Orta donem Alzheimer hastalg,

o 0k~ w N

AQgir (siddetli) donem Alzheimer hastaligi
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seklinde alti gruba ayrilabilir (Sekil 3).

Preserptomatik

Siddeth demans

Sekil 3: Alzheimer hastaliginin klinik evreleri (67).

Alzheimer hastaliinda ortaya c¢ikan norodejenerasyonun, hipoksi
veya iskemi (duslk oksijen veya dusik kan akisi) gibi, beyine ydnelik bir
saldirilya karsi immun veya inflamatuvar bir yanit olduguna iligkin iyi kanitlar

vardir.

Alzheimer hastaliginda beyindeki dejenerasyonun bir akut faz tepkisini
(bedenin genellikle enfeksiyon veya travmaya tepki olarak hizla baglattig
savunma islemi) uyardigi disunitlmektedir. Bu sitokin denen ve bedenin

savunma duzeneklerini uyaran proteinlerde hizli bir artisa yol acar.

Serbest radikaller de (hicrelere hasar verebilecek ileri derecede
reaktif kimyasallar) Alzheimer hastaliginda rol oynuyor olabilir. Beden
normalde serbest radikalleri, serbest radikal pargalayicilar adi verilen
kimyasal maddelerle ‘temizler’, ancak Alzheimer hastaliginda bu vyeti

bozulmusg olabilir.

Alzheimer hastaligi beynin yapisinda ve islevinde Kkarakteristik
degisikliklerle iligkilidir. Hastalik sirasinda beyinde ortaya g¢ikan en belirgin
yapisal degisiklik buzusme, kugulmedir. Sekil 4'de gosterildigi gibi
karinciklarin (beyindeki bogsluklar) boyutlari bayur.
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Sekil 4: Alzheimer hastaligi tarafindan etkilenen beyin bdlgeleri ve
ventrikullerin  boyutlarindaki degisiklikler ve saglikh beyin
dokusu kaybi (67).

Alzheimer hastaliginda anahtar patolojik sureglerden biri, yogun
protein tortularinin (bunlara amiloid veya senil plaklar denir) beyindeki
ndronlarin etrafinda birikmesidir. Alzheimer hastaliginda plaklar ilk olarak
beyinde bellek ve diger biligssel (diusinme gibi) islevler igin kullanilan
bélgelerde birikir. Amiloid plaklarin kendilerinin mi Alzheimer hastaligina
yolacgtigi, yoksa bunlari Alzheimer hastalik surecinin bir sonucu mu olduklari
acik degildir.Amiloid 6ncul (prekursor) proteinindeki (APP) bir kusurun (gen
mutasyonlari, yaslanma ve diger ¢evresel etmenlere bagli olarak) beyinde
anormal amiloid birikmesine yol agtigi dustunulmektedir. Noronlarin iglerinde
norofibriler yumak adi verilen, ¢ézinmez birbirine dolanmis lifler olusur.
Bunlar, hacrelerin igindeki yapi1 iskeletlerine benzetilebilecek, saglikli
ndronlarin yapisal ¢ergevesini sekillendiren tau adindaki bir proteinden yapilir
(Sekil 5).
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Sekil 5: Alzheimer hastaliginda amiloid plaklar ve ndorofibriler yumaklar
(67).

Alzheimer hastaliginda noroiletici duzeylerinde de kayda deger
degisiklikler olur. Bu dedisiklikler tedavinin dnemli hedefleri olmakla birlikte,
buyuk olasilikla Alzheimer hastaligi olan insanlarin beyinlerindeki daha temel
patolojik degisikliklere gore ikincildir. Asetilkolin kolinerjik ndronlarin
noroileticisidir (kimyasal habercisi). Alzheimer hastaliginda ilk dejenere olan
bunlardir. Asetilkolin aktivitesindeki azalma, beyinde bazal cekirdeklerdeki
hicre kaybina baglanmistir. Alzheimer hastaliginda asetilkolin sentezi ve

yikimindan sorumlu enzimlerin duzeylerinde dusmeler de gozlenmisgtir.

Normal kosullarda N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptérind aktive
eden glutamat bellek ve 6grenmeyi kolaylastirmak igin kisa, ani salinimlarla
salinir. Alzheimer hastaliginda glutamat surekli olarak salinir, bu da kalsiyum
(Ca2+) iyonlarinin hicre igine girmesine izin verir. Bu bellek ve 6grenme
sureclerini sekteye ugratir ve sonunda hucre olumune yol agar. Alzheimer
hastaliginda serotonin reseptodrlerinin sayisi azalmistir, bu da duygu durum

degisikliklerine yolagabilir (67).
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2.2.2. Parkinson Hastaligi

Parkinson Hastaligi (PH) dunya toplumlarinda gorilen ikinci en yaygin
ndrodejeneratif hastalik olup, hareket bozukluklari kategorisinde ise goérilme
sikhigi agisindan birinci siradadir. Parkinson Hastaliginin gorulme sikligi 65
yas Uzeri populasyonda %Z2'dir ve yas ile birlikte artis gostermektedir; bu
Ozelligi de Parkinsonun yaslanma ile dogrudan ilintili bir hastalik oldugu

gergegini ortaya koymaktadir.

Parkinson, genellikle 50 yasindan sonra ortaya ¢ikan, nadiren 40
yasin altinda beliren, yavas ilerleyen bir Kklinik tablodur. Parkinsondaki en
onemli belirtilerden birisi istirahat halinde goérulen tremor yani titremedir. En
cok ellerde gorular, tremor genellikle saniyede 3-7 vuruslu olup bir amaca
yonelik hareket esnasinda ve uykuda; Orn. bir bardadr tutmak igin
uzanildiginda kaybolur. Parkinsonda gorulen bu titreme ¢esidi
elektroensefalografi (EEG), elektromiyografi (EMG) etkilesiminin agikca

g6zlemlendigi en dnemli klinik belirtilerden biridir.

Parkinsonda diger onemli bir belirti kas tonusundaki artmadir. Bu
nedenle hastada bir katilasma vardir. Hastaya pasif bir hareket yaptiriimak
istendiginde bir direngle karsilasilir.Ornegin hastanin  bikilmis kolu
dirsekten agilmaya calisildidi zaman karsilagilan direng nedeni ile hareket

zorlasgir. Buna disli gark arazi adi verilir.

Diger onemli bir belirti hareketlerdeki genel yavaglamadir. Yuruyus
klguk adimlarla, kollari sallamadan ve vicut 6ne egik (antefleksiyon postirt)
pozisyondadir. Bunlara ilave olarak mimiklerde azalma, monoton ve kisik
sesle konugsma ve oturup - kalkma gucglugu de hastaliga eglik eder. Her
vakada rastlanmamakla birlikte hipersalivasyon (salya artimi), sebore (ciltte
ve sagl deride yaglanma, pullanma), konstipasyon (kabizlik) sik gorulen;
empotans, enkontinans (idrar kagirma), ortostatik hipotansiyon seyrek
gorulen otonom sinir sistemi belirtileridir. Depresyon ve ileri devrelerde

demans (bunama) goérultr. Hastalik tablosu hastadan hastaya degisir. Bazen
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hastalik uzun yillar sadece tremor ve adalelerde kasilma ile birlikte seyreder.
Bu tablonun adi Hemiparkinsonizm’dir. Bazi durumlarda tremor olmaksizin
hareketlerde yavaslama, adalelerde katilasma ve durus bozukluklarinin 6n

planda oldugu ve daha hizli ilerleme gosteren vakalara rastlanir.

Parkinson hastaligi primer olabildigi gibi bagka nedenlere bagli olarak

da gelisebilir;

e Posttravmatik ( travma sonrasi ),

¢ Sinir sistemini etkileyen bazi ilaglar sebebiyle,
o Arterioskleroza bagl olarak,

e Toksik etkenler yizuden,

e Ansefalit (beyin iltihabi) sonrasi.

Parkinson hastaliginda beynin derin kisminda yer alan kara
cekirdekteki (substansiya nigra) (Sekil 4) dopamin adh kimyasal maddeyi
ureten sinir hdcreleri hasara ugrar ve eksilir. Bu hicrelerin hasara
ugramalarinin nedeni bugun icin hala bilinmemektedir. Bunun rasgele bir
durum olmadigi ve damar sertligi, zayif kan dolasimi, iltihabi ya da mikrobik
kokenli degisikliklerden ileri gelmedigi acik¢a bellidir. Henuz kesfedilmemis
bazi maddelerin eksikliginin ya da bilinmeyen bir toksinin bu hucre
hasarindan sorumlu olabilecegdi ileri surulmustir. Bu hucrelerin uzantilar
“striyatum” (gizgili cisim) adi verilen bodlgelerdedir ve burada yer alan
reseptorlere, salinmis olan dopamin baglanir ve bilgiyi bir sinir htcresinden
digerine iletir. Beyinde yeterli dopamin yapilamadigi i¢in uzuvlarda istirahat
halindeyken titreme, kas sertligi, hareket yavashgdi ve durus bozuklugu ile
sekillenen Parkinson belirtileri ortaya ¢ikar. Semptomlar ortaya ¢ikmadan
Once substansia nigradaki dopaminerjik ndéronlarin yaklasik %601 ve

striatumdaki dopaminin ise %80’i kaybolmug durumdadir (Sekil 6).
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Sekil 6: a) Substantia nigra hdcreleri striatuma kadar uzanir. b) Salinan

dopamin buradaki reseptdrlere tutunarak iletim saglanir.

Parkinson dopamin adi verilen sinir sistemi igin gerekli olan maddenin
dizeyinin dismesi ile ortaya ¢ikan bir hastalik oldugu igin tedavide de bu
maddenin yerine konmasi prensibine bagh medikal tedavi uygulanmaktadir.
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Ancak Stereotaktik Talamotomi adi verilen bir ydntemle cerrahi tedavi de s6z
konusu olabilmektedir (68, 69).

2.2.3. Amyotrofik Lateral Skleroz

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin kabugu, beyin sapi ve
omurilikteki motor néronlarin 6zgun 6limu ile tanimlanan bir hastaliktir. ALS
adi bir taraftan kas atrofisine O6te yandan yan kordon yani piramidal yolun
tutulusuna isaret eder. Motor noron hastaligi ile kastedilen hem birinci
(piramidal yol) hem de ikinci motor néronun tutulusudur. Gergekten hastaligin
belirtileri, baslica birinci ve ikinci néronun tutulusuna ait olanlardir. ikinci
néron tutulusu kraniyal cekirdeklerin ve medulla spinalisteki 6nboynuz

hdcrelerinin dejenerasyonu nedeni iledir (Sekil 7).

Sekil 7: Medulla spinalisteki dejenerasyon

Noron oOlumlerinin sonucunda, vucuttaki istemli kaslar gugsuzlegir ve
istemli kaslardaki gu¢suzluk genel bir felcle sonuglanir. Cogunlukla, seksuel,
bilissel ve duysal iglevler korunur. Kaslardaki zayiflik ellerde ya da
bacaklarda, agiz-yutak bdlgesinde ya da dilde baslayabilir ve surekli
ilerleyerek yayilir. Bu yayilma "bulber" alandaki kaslari da tutabilecegi icin
konugsma ve yutma glgcliigiine neden olabilir. ileri evrelerinde solunum

yetersizligine de yol acgabilir.
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ALS, ailesel ve seyrek olmak uzere ikiye ayrlir. Ailesel ALS’nin
nedeni genetik faktorlerdir. Toplam ALS vakalarinin hemen hemen %5-10'u
bu turdendir. Bu vakalarda vicutta bulunan 'Super oksit dismutaz’ (SOD1)
enziminin mutasyonu sonucu bakir-ginko bagimhligindan ¢gikmasi ve serbest
radikallere yonelmesi sorunlari gorulir. ALS vakalarinin yaklasik %90-95’lik
kismi seyrek tirden ALS'dir. Bu turde hastalikta kalitsal bir neden yoktur.
Fakat daha sonralari bunun nedeninin de bir tir mutasyon oldugu

ogrenilmistir.

ALS'nin tam olarak nedeni bilinmemektedir. Fakat bilimadamlarinin
1993 yilinda, Cu/Zn superoksit dismutaz (SOD1) enzimini Ureten genlerde
mutasyonun olmasini kesfetmeleri ile onemli bir asama kaydedildi. Bu
enzimin 6nemi, bazi sartlarda (yaklasik olarak %20 oraninda) ALS'de etkili
olmasidir. Enzim, vicudun zehirli serbest radikaller olan superoksitlerden
zarar gormesini engelleyen kuvvetli bir antioksidandir. Serbest radikaller,
hidcrede normal metabolizma sirasinda Uretilen ylksek derecede reaktif olan
molekullerdir. Bu molekuller, DNA'yva ve hucre igi proteinlere zarar
verebilirler. Heniz SOD1 enziminde olan mutasyonun néron
dejenerasyonunu nasil  etkiledigi tam net olarak anlasilamasa
da arastirmacilar serbest radikal birikiminin bu genin g¢alismasinda sorunlar

yaratabilecegi teorisini ortaya surmuslerdir.

Hastallk Uzerine yapilan c¢alismalar ayrica motor noéron
dejenerasyonunda glutamatin  rolinu belirlemeye de  yodunlagmistir.
Glutamat ndérotransmitter madde adi verilen mesaj tasima goérevi olan
kimyasal bir maddedir. Bilim adamlarinin arastirmasi sonucunda saglikl
insanlar ve ALS hastalari arasinda yapilan bazi karsilastirmalarda; kanin
plazmasindaki ve omurilik sivisinda bulunan glutamat seviyelerinin,
hastalarda daha fazla oldugu goértlmustir. Laboratuvar calismalari, ortamda
¢ok fazla glutamat olmasinin ve bunun uzun surmesinin sinir htcrelerinin
O0lmesine neden oldugunu kanitlamistir (eksitotoksisite). Astrositlerin néronlar

tarafindan sarili olan ekstraselliler sividaki glutamati etkisiz hale
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getirememesi, glutmata bagli olan néro dejenerasyonunun (sinir hicrelerinin

bozulmasi) bir sebebi olarak gosterilmistir (Sekil 8).

nirotransraitter
raolekiller

\ |

=

sinaptik
yank

Sekil 8: ALS hastalarinda glutamat seviyelerindeki artis.

Vicudun bagisiklik sisteminin normal hucrelere saldirmasi ile
otoimmun sisteminin buna yanit vermesi de motor néron dejenerasyonun
olasli bir nedenidir. Bazi bilim insanlari, antikorlarin dogrudan veya dogrudan
olmayarak motor noronlarin fonksiyonlarini zayiflattigi hakkinda bir teori ileri
surmastir. Buna gore, antikorlar beyin ve kaslar arasindaki sinyal iletimini
etkilemektedir. Son bulunan bilgilere gore, hastaligin ileri seviyelerinde sinir
sisteminin  bagisiklik hucreleri olan mikroglia'larin  6n plana ¢iktigi

gOrulmustar.

ALS’ye dair ilk belirtiler genellikle farkedilmez ya da gézden kagar. ilk
belirtiler, kaslarda segirme, titreme, kas zayifligi sonucunda kollarin veya
bacaklarin etkilenmesidir. Bu tur belirtilerin zamanla artmasi sonucunda ALS
hastaligi ortaya c¢ikar. ALS’nin belirtileri sonucunda vicutta hangi kas
etkilenmekteyse o kisim ilk olarak zarar gorur. Hastalarin %75’ inde ilk
belirtiler, kol ve bacak kaslarinda goériimustir. Bu vakalarin bazilarinda
hastalik dnce bacaklardan bir tanesini etkilemis ve hastalar da bunu ilk olarak
yurirken veya kosarken sendeledikleri sonucu kesfetmiglerdir. Bazi
vakalarda ise hastalik ilk olarak elleri ve kollari etkilemistir. Bu tur hastalar da,
hastaligi el becerisi gerektiren digmeye basma, yazi yazma, anahtarlar ile

kapi agma gibi basit isleri yapamamalari sonucu fark etmiglerdir. Bu hastaliga
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yakalanmig hastalarin yaklasik %25 kadarinda daha farkh belirtiler
gorulmustir. Bunlardan en oOnemlisi konugsma zorlugu ve net
konusamamadir. Cigneme bozukluklari ve dilin hareketinin zorlasmasi da
izleyen belirtilerdir. Dilin hareketinin sinirlanmasi sonucunda nefes borusu
tikanabilir ve bundan bagka ilerleyen durumlarda da tam anlamiyla konugsma

kaybi olusabilir.

Hastahgin ilk asamasinda kaslarin etkilenmesinden sonra, ilerleyen
asamalarda hastaligin tum vicudu etkiledigi goralur. Hastalarin hareket
edememesi, konusamamasli ve sdzcukleri telaffuz edememesi (dysarthria),
yiyecekleri cigneyememesi (dysphagia) 6rnek gosterilebilir. Ust motor
ndronlarinin hasar gérmesi sonucu kaslarda sertlesme (spastisite) ve abartil
refleksler denen hyperrefleksiya durumu goérular. Babinski isareti denen
abarti bir refleks de (ayak bas parmaginin anormal bir bicimde sismesi
seklinde olur) Ust motor néronlarinin hasar goérdigunu gosterir. Alt motor
noronlarinin da hasar gordugu, kaslarda olugsan zayiflik ve kramp gibi
belirtiler sayesinde anlasilir. Kaslarin deri altindan da istemsiz olarak
titremesi de 6nemli bir belirtidir. Bir hastaya ALS tanisinin konmasi igin,
hastalarda Ust ve alt sinir hucresi hasarlarinin baska durumlardan

kaynaklanmadigindan emin olunmalidir.

Hastaligin gelisimi ve yayilim hizi kisiden kisiye degisse bile, sonug¢
olarak hastaliga yakalanan kigiler ayaga kalkamaz veya yurlyemez, yataga
yatip kendiliginden kalkamaz veya ellerini ve kollarini kullanamaz. Cigneme
guclikleri ve c¢igneme yetenegindeki zayiflama sonucu hastalarin normal
yemek yiyememesi yemek sirasinda hastani bogulma riskini artirir.
Sonucunda da kilo problemleri ortaya ¢ikar. Hastalik her ne kadar bilince ve
anlamaya etki etmese bile, bazi vicut fonksiyonlarinin zamanla kaybedilmesi
ALS hastalarinda sinirlilik ve bunalim gibi ruh hali degisikliklerini de
beraberinde getirir. Diyafram kaslarinin zayiflamasi sonucunda bu bdlgedeki
hava kapasitesi ve basin¢ azalir. Bazi durumlarda ilk belirti olarak, kol ve
bacak kaslarinin zayiflamasi gibi belirtiler yerine diyafram kasinin zayifladigi

da goralur.
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ALS hastaliginin kesin teshisinin konulmasi igin bir test bulunmasa da,
ust ve alt motor ndronlarindan tek bir kol veya bacak kasina gelen sinyaller
hastaligin tanisinda ¢ok belirleyici olmaktadir. Bu testlerden biri de
elektromiyografi (EMG)'dir. Bu yontem Kkaslarin elektriksel aktivitesini
kaydeden 6zel bir tekniktir. EMG'nin kesin sonugclari hastaya tam olarak ALS
tanisinin konmasinda etkili olmaktadir. Bir bagka test yontemi de sinir iletim
hizinin (NCV) olgtlmesidir. Doktor manyetik resonans (MR) géruntilenmesi
yontemi testini de isteyebilir. Testin amaci, manyetik alanda radyo dalgalarini
hastanin beynine ve omuriligine gondererek bu bdlgeler hakkinda ayrintili
goruntuler almaktir.

Mount Sinai School of Medicine adli tip okulunda yapilan ve 2006
yihnin subat ayinda Noéroloji adli dergide yayinlanan bir calisma ile, ALS
hastalarinda saglikli insanlara gore serebral omurilik sivisinda bulunan g
karakteristik proteinin miktarinin kayda deger derecede daha dusuk oldugu
saptanmigtir. Bu proteinlerin seviyeleri degerlendirildiginde, bu degerlerin
ALS tanisinda %95 oraninda kesin sonug¢ verdigi kanitlanmistir (Bu Ug
protein: TTR, kristatinC, ve néroendokrin protein 7B2'nin karboksil terminal
parcalaridir). Bu proteinler, ALS'nin tanisinin dogrulanmasinda kullanilan ilk

biyolojik yapilardir (70).

2.2.4. Multiple Skleroz (MS)

Merkezi sinir sisteminin yani beyin ve omuriligin kronik, inflamatuar ve
demiyelizan hastaligidir. MS’deki bulgular myelin hasari nedeni ile olusur.
MS’de ¢ogdunlukla ak maddede plaklar gorulir. Plak doku igerisinde olusmus
bir yara gibi dusunulebilir. Plak, MS’e 6zgu hasarin olustugu ¢ogunlukla
yuvarlak ya da oval goérinimli sinirli bir alandir. Plaklar toplu igne basi
kigukligunde olabilecekleri gibi, ¢cok ender olarak cm’lerce blyuk de
olabilirler. Plaklarin timu belirti vermez ve kimi zaman sessiz kalip bulguya

yol agmazlar (Sekil 9).
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Normal omirilik

Sekil 9: MS’de gorulen plaklar

Baslangicta MS plaklarinin i¢i kan yolu ile geldigi distnulen iltihap
hicreleri ile doludur. iltihap olusturan hicrelerin yikici etkisi ile plak
bdlgesinin icine denk gelen yerdeki myelin giderek yok olur. Bu asamada
myelin kilifin parcalandidi yerdeki akson korunmasiz kalir ki bu duruma
demiyelinizasyon (myelin kaybi) denir. Bu asamada ¢iplak yani korunmasiz
sinirlerde iletim aksar ya da kesilir. O sinirlerin iliskide oldugu beden

bélimuande belirtiler olusur (Sekil 10).

Sekil 10: MS’de zarar géren myelin kiliflari
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Yer yer soyularak aksonu ciplak birakan myelini, oligodentrisitler
yeniden yaparak siniri gevrelerler, buna da remiyelinizasyon denir. Bu donem
atagin bittigi, bulgularin kayboldugu ya da azaldigi donemdir. Ancak yeniden
myelin yapimi ash kadar basarili olmamaktadir. Dolayisiyla da iletim

eskisinden daha yavas olur.

MS hastaligi en sik 20’li, 30’lu yaslarda gorular. 40 yas alti geng
erigkinlerde en sik 6zurlulik yapan norolojik hastaliktir. Hem kadin hem de
erkeklerde ortaya cikan bir hastaliksa da MS’li kadinlarin sayisi erkeklerden

yaklasik olarak 2 kat daha fazladir.

MS’nin neden olustugu kesin olarak bilinmemektedir. Ancak genetik bir
yatkinligin varoldugu dusunidlmektedir. Ancak MS klasik anlamda genetik bir
hastalik degildir. MS’ nin bir otoimmun hastalik olduguna dair de birgok ipucu
vardir. Bir vir(is ya da bakterinin MS’e neden oldugu dustniilmektedir. Ozetle
genetik yatkinhigl olan bireylerde cevresel tetikleyiciler ile baslatilan bir dizi
otoimmun reaksiyonun MS’e neden oldugu goérisu, bazi noktalarda tam

kanitlanmamis olsa da hala yaygin olarak kabul gormektedir (Sekil 11).

Miyeline saldiran
T-hicreler

Saglikh sinir hiicrest fibent Multiple sclerosis

Sekil 11: T hucrelerinin saldirisina ugrayan myelin kilifi

MS’de duyusal yakinmalar coktur. Belirtilerin hi¢ biri MS’e 6zgu
degildir. Ust ya da alt ekstremitelerde kuvvet kaybi olugur. Kuvvetin azaldig
bdlgede duyu azalmasi da bulunabilir. Gérmeye dair bazi bozukluklar yasanir.

Tek gbzde gegici gorme azalmasi ya da kaybi olusabilir. Bulanik, bulutlu
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gorme, gorme keskinliginde ve renkli gérmede azalma, bakilan yerin bir
bolimunu goérememe gibi yakinmalar olabilir. Bu duruma optik norit denir.
Optik norit, g6z siniri miyelinin sinirli bir bolimindn hasari sonucu gézden
beyine iletilen gérme sinyallerinin iletiminin aksamasidir. Optik ndrit ataginin
yasam boyu tekrarlama olasiligi vardir. Bag donmesi, dengesizlik, konugsma
zorluklari ya da bozukluklari (disfoni), yarime bozukluklari, yirime zorlugu
gérilir. Titreme (tremor) MS’nin oldukga sik gériilen bir belirtisidir. idrar ve
bagirsak sorunlari MS’de siktir. MS sik idrar yapma, sikistirma, acele etme,
idrar kagirma, hi¢ tutamama, geldigini anlamama, tam bogaltamama,
yapmaya baslayamama gibi pek c¢ok idrar yakinmasi olabilir. MS cinsel
sorunlar da yaratabilir. Cinsel organlarda bir hasar yaratmaz ancak bu
organlarin denetiminden sorumlu olan beyin bodlgesinin ya da omuriligin
etkilenmesi ile belirtiler olusabilir. MS’li erkeklerde ereksiyon problemi ve
erken bosalma gorulebilir. MS’de bas agrisi ve eklem agrilari gorulebilir.
Yuzde duyu kaybi, fasiyal kuvvetsizlik olusabilir. MS’lilerde duygusal durum
etkilenebilir. Depresyon oldukga sik goralir. Cok nadir olarak akil

bozukluklari da olugabilir. Unutkanhk da MS’de sik gorular.

MS tanisi koyduracak o6zglin bir test yoktur. Manyetik rezonans
incelemesi MS tanisinda sikga bagvurulan bir yontemdir. BOS incelemesi MS

tanisinda yarar saglar.

Bagka bazi hastaliklarda oldugu gibi MS’de de hastaligi tumuyle yok
edecek kesin bir tedavi sekli yoktur. Bu MS’in tedavisinin olmadidi anlamina
gelmez. Dogal gidisini etkileyen ilaglar vardir. MS’in yarattigi belirtiler tedavi
edilebilir. MS ataklari kortizonla tedavi edilebilir (71).

2.2.5. Huntington Hastaligi (HH)

Bazal gangliyonlardaki dogrudan veya dolayli yolaklarin dengesizlikleri
sonucu ortaya ¢ikan Huntington hastaligi veya Huntington koresi genelde
korenin baskin oldugu hareket bozuklugu (kore, distoni, parkinsonizm),
psikiyatrik bulgular ve demansin eslik ettigi herediter norodejeneratif bir

hastaliktir.
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Huntington otozomal dominant gegislidir ve ¢ok blyuk oranda ailevidir;
yeni mutasyonlar sonucu sporadik vakalarin ortaya ¢ikmasi ¢ok nadirdir.
Huntington ¢ogunlukla 4. veya 5. dekatta baglar ve kadin-erkek esit olarak
etkilenir. Hastallk yaklasik %10 oraninda 20 yasindan o6nce (Juvenil

Huntington) ve %10 oraninda da 60 yasindan sonra ortaya gikar.

Huntington’nun klinik bulgulari motor, psikiyatrik ve kognitifdir. Erigkin
baslangi¢chi Huntington genellikle hafif motor koordinasyon gugligu veya
yerinde duramama ile baglar. Daha sonra belirgin koreik hareketler klinik
tabloya hakim olur. Kore hastaligin en belirgin bulgusu olmasina ragmen,
parkinsonizm bulgulari da hastalarin hemen hemen hepsinde gorulur.
Yurimede gucluk ve dusmeler siktir. Okulomotor bulgular Huntington’nun
erken belirtisi olabilir ve hareket bozuklugu olmadan nérolojik muayenede
bulunabilir. Sakkadik g6z hareketlerinde yavaslama, g6z hareketine
baglamada gucgluk ve yavas izleme hareketinde duraksamalar baslica
okulomotor bulgulardir. Dizartri ve disfaji hastaligin ileri basamaklarinda
gOrulur, anartriye kadar ilerleyebilir ve aspirasyona sebep olabilir. Terminal
dénemde hasta yataga bagimh hale gelir. Olim aspirasyon pnémonisinden
veya diger tibbi komplikasyonlardan olur. Bulgularin ortaya ¢ikmasindan
sonra Olume kadar gecen ortalama yasam suresi genellikle 15-20 yil

arasindadir.

Kognitif ve psikiyatrik bulgular hareket bozuklugundan 6nce gdrulebilir.
Kognitif bozukluk ilk olarak siklikla hastanin mental esnekliginde, reaksiyon
hizinda azalma ile ortaya cikar ve 6n planda frontal igslev bozuklugu ile
karakterizedir. Hastalik ilerledikge global bir mental yikim, dolayisiyla
demans tablosu geligir. Huntington’da en sik goérllen psikiyatrik bozukluk
depresyondur. Bundan baska mani, obsesif-kompulsif bozukluk, irritabilite,
anksiyete, ajitasyon, impulsivite ve apati olabilir. Hastalarda intihara da sik

rastlanir.

Juvenil baglangi¢gh Huntington (Westphal varyanti) erigkin baslangicli
hastaliktan birka¢ 6zelligi ile ayrilir. Juvenil baglangicli hastalarda goérulen

hareket bozuklugu genellikle koreden ¢ok parkinsonizmdir. Kore hastaligin
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seyrinde hi¢ gorulmeyebilir. Hastaligin baslangi¢c bulgular siklikla dikkat
gugligu, davranis ve Kisilik degisikligi, okul performansinda dusme, distoni,
bradikinezi ve bazen de tremordur. Epilepik ataklar ve hizli seyirli demans da
gorulebilir. Bu varyantin Olume kadar gegcen hastalik suresi erigkin

vakalardan daha kisadir.

Huntington’da en belirgin patoloji kaudat nukleus ve putamende olan
atrofidir. Daha az oranda globus pallidus, korteks, talamus ve subtalamusta
da atrofi gorulur. Mikroskopik olarak korteks, kaudat nukleus ve putamende
ndron kaybi vardir ve buna gliozis eslik eder. Striatumdaki orta buyukllkteki
dikensi noronlarda buyuk oranda kayip gozlenir. Norogorunttlemede ilerleyici

korteks ve kaudat nukleus atrofisi goze ¢arpar (Sekil 12) .

normal basal ganglia huntington etkisi altindaki basal ganglia

o
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.
.

-

Sekil 12: HH da bazal gangliyonlardaki dejenerasyon

Huntington’a neden olan 4. kromozomun kisa kolundaki mutasyon,
huntingtin geninde normalden fazla CAG trinlkleotid tekrarina ve bunun
sonucunda da huntingtin proteinindeki glutamin miktarinda artisa neden olur.
CAG tekran 40'In Uzerinde olursa Huntington ortaya cikar. Patolojik CAG
tekrar sayisi normal sinira yaklastikga, hastaligin ortaya c¢ikis suresi de
genellikle uzar. Huntingtin geninin Griini olan huntingtin proteininin gorevi
hendz bilinmemektedir. Huntington’un kesin tanisi huntingtin genindeki CAG
tekrar sayisindaki artisin gosterilmesi ile konur. Asemptomatik bireyler igin

prediktif ve prenatal tani da mumkunddr.
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Huntington’un tedavisi ginumuzde sadece semptomatiktir. Korenin
tedavisi igin dopamin reseptor blokerleri (haloperidol, pimozid, flufenazin,
klozapin, olanzapin, risperidon), benzodiazepinler, dopamin depolarini
bosaltan ilaglar (rezerpin, tetrabenezin) kullanilabilir. Dopaminerjik
norotransmisyonu azaltan ilaclar hastaligin ileri evrelerinde ve juvenil
baglangi¢li hastalarda Parkinsonizmi arttirabileceginden ¢ok dikkatli
kullanilmaldir. Hastada bradikinezi ve rijitide agirlikli ise dopamin yararli
olabilir ancak dopaminin koreyi arttirabilecegi de unutulmamahdir. Psikiyatrik

semptomlar i¢in antidepresanlar ve atipik néroleptikler kullanilabilir (72).

2.2.6. Spinoserebellar Ataksiler

Spinoserebellar ataksiler (SCA) otozomal dominant gegis goOsteren,
genetik ve klinik olarak heterojen yapiya sahip bir nérodejeneratif hastalik
grubudur. Dinya c¢apinda belli cografi bdlgelerde yapilan populasyon
calismalari, SCA’'nin gortlme sikliginin 3/100 000 oldugunu goésterir.

SCA’lar yavas seyreden, ge¢ baslangigh hastaliklardir ve temelde
denge ve koordinasyon kaybi ile tanimlanirlar. SCA’larin nérolojik bulgulari
arasinda okulomotor ve hareket bozukluklari, piramidal isaretler, kognitif
bozukluk, ataklar ve periferal néropati yer alir. SCA hastalarinda beyin MR’
ile gbzlenebilen noérodejenerasyon sekli spinal atrofi, olivopontoserebellar
atrofi ve kortikol serebellar atrofidir. Hastalik baslangi¢ yasi degisik SCA alt-
tiplerine gore degisir. Hastalik genelde 30’lu ya da 40’li yaglarda gorulir ve

olum, hastalik baslangicindan 10-20 sene sonra gergeklesebilir.
2.2.7 Friedreich Ataksisi

Friedreich Ataksisi (FA) ilk olarak, 1863 yilinda, Alman doktor
Nicholaus Friedreich tarafindan tanimlandi. FA otozomal resesif gegis
gOsteren spinoserebellar dejeneratif bir hastaliktir ve en sik gorilen ataksi
¢esididir. FA'ya 6zgun patolojik bulgular ana duyusal néronlarin dorsal kok

gangliyondaki erken kaybidir.

Bu hastalik genellikle 20 yasindan 6nce, yurUmede yavas yavas

gelisen bir dengesizlikle baslar. Bagimsiz yluriumenin kaybina kadar gegen
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sure ortalama olarak 10-15 yildir. Hastalarda ilerleyici ataksinin yani sira
tremor, bas donmesi, asagi ekstremitelerde derin duyu bozuklugu, ekstansor
taban derisi cevabl, nistagmus, skolyoz ve kardiak bulgular olabilir. Asagi
ekstremitelerdeki arefleksi genellikle hastaliyin erken evrelerinden itibaren
vardir. Hastaligin seyri esnasinda dizartri, disfaji, 6zellikle alt ekstremitedeki
kaslarda gligsizliik ve atrofi gelisir. ileri evrelerde igitme kaybi, gérme kaybi
ve sfinkter bozuklugu siktir. Kardiak bulgular sol ventrikil hipertrofisi,
asimetrik septal hipertrofi ve global hipokinezi geklindedir. Bunlarin
sonucunda aritmiler, kalp yetmezligi ve angina gelisebilir. Hastalarin
yarisindan fazlasi kardiak nedenlerle Olurler. Hastaliga %10 oraninda

insuline direngli diabet eglik eder.

Elekirofizyolojik incelemelerde duysal sinir aksiyon potansiyellerinde
klgulme saptanir. Nérogoéruntilemede spinal kord atrofisi ve goéreceli olarak
korunmus serebellum dikkati ¢ceker. Hastaligin nedeni 9. kromozomun uzun
kolunda bulunan Friedreich genindeki mutasyondur. Bu mutasyon sonucunda
gendeki GAA tekrar sayisinda artma olur ve transkripsiyon mekanizmasi
bozularak mitokondriyal bir protein olan frataksinin islev kaybina neden olur.
Mitokondride bulunan frataksin proteininin, demir-kikurt komplekslerinin

biyosentezinde kritik bir gorev Ustlendigi bilinmektedir.

FRDA geninin birinci intronundaki GAA tekrar dizisinin patojenik
ekspansiyonu frataksin proteininin eksikligine yol agar ki, bu da FA'nin
baslica nedenidir. Frataksin transkripsiyon ve ekspresyonundaki azalma,
demir-kukurt komplekslerini barindiran proteinlerin azalmasi ve mitokondride
demir birikimi ile sonuglanir, bu da serbest radikal olusumunu tetikler.
Friedrich ataksisinin ge¢ baslangicli ve tendon reflekslerinin korundugu alt

tipleri de vardir.

2.2.8 Frontotemporal Demanslar (FTD)

Frontotemporal demans Alzheimer Hastalijindan sonra en sik gorulen

dejeneratif demans tipidir. Semptomlar presenil déonemde ortaya cikar.
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Siklikla familyaldir. Klinik bulgulart olduk¢a heterojendir. Anatomik
lokalizasyona gore basglica iki klinik tipten s6z edilebilir: Esas olarak kisilik
degisikligi ve yonetici islev bozuklugu ile karakterli frontal tip (fv-FTD) ve

ilerleyici lisan bozuklugu ile karakterli temporal tip (tv-FTD).

Hastalidin patolojisi ilk kez Alois Alzheimer tarafindan 1901’de
tanimlanmistir. Bu tanimlamaya gore hastalarin beyinlerinde senil plaklar ve
norofibriler yumaklar olmaksizin akromatik noéronal balonlasma (Pick
hicreleri) ve argentofilik inkluzyon cisimleri goérulmektedir. Bu cisimciklerin

ubiquitin ve immunoreaktif tau proteini icerdikleri gdsterilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: FTD’da gorulen pick hucreleri ve argentofilik inklizyon

cisimleri

Nonspesifik frontal lob dejenerasyonu gdsteren hasta grubunda en
belirgin lezyonlar; frontal ve anterior temporal loblarda hicre kaybi,
mikrovakualizasyon ve yuzeysel korteks tabakalarinda gliozis varligidir.
Degisen derecelerde olmak Uzere; mezensefalon, bazal ganglionlar ve
talamusta gliozis ile karakterize subkortikal dejenerasyon ve beyin sapi
tutulumu da patolojik tabloya eklenebilir. Eger hastada motor néron hastaligi

varsa, on boynuz hucresi kaybi da s6z konusudur.
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2.2.9 Prion Hastaligi

Bu hastaliklarin etkeni "Infektif Prion"lardir. Hastalik etkeninin Prion
oldugu hipotezi, 1997yilinda Nobel tip 6dulu alan Prusiner tarafindan 1982
yilinda ortaya atilmigtir. Aslinda normal Prion (PrPc) bir glikoprotein olup
insanlarda ve hayvanlarda normal hucrelerde (sinir sistemi, dalak, lenf
yumrusu, barsak lenf dokusu ve lenforetikuler sistem) bulunur. Normal Prion
250 amino asitten olusmustur. insanlarda PRNP geninde bulunur. infektif
Prion normal hucrelerde bulunan Prion'un (PrP) degisime ugramis sekli ve
posttranslasyonel bir Griindir. infektif Prion normal Prionun yanlis katlanmasi
ile olusmakta ve B-yaprak (beta sheet) icermektedir. Bu anormal Prion, yani
hastalik yapan infektif Prion hicre icinde birikerek vakuol dejenerasyonu ve
bazi fibriller (Scrapie Associated Fibrils=SAF) olusumuna neden olur ve

sonugta beyin singerimsi bir hal alarak canli yasamini kaybeder (Sekil 14).

Sekil 14: Prion hastaligi etkisi altindaki stingerlesmis beyin ve serebellar
dejenerasyon

infektif Prion fiziksel, kimyasal etkenlere, dolayisiyla cevre sartlarina
yaklasik 2-3 vyil dayanikhdir. Gunes isigindan etkilenmez. Pisirmeyle
infektivitesi kaybolmaz. Etken 134-136C*’de 3 bar atmosfer basing altinda 30
dakika 1sitmakla infektif gucini kaybeder. Etkenin infektif gucinidn yok
edilmesinde sodyum hipoklorit ve sodyum hidroksit kullaniimaktadir. infektif
prion katlanmis halde oldugu i¢in sindirim enzimlerinden (proteolitik enzimler)

cok az etkilenir. Etkenin, RNAase ve DNAse enzimlerinden etkilenmedigi igin
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RNA veya DNA tasimadigi, dolayisiyle bakteri ve virustan farkli oldugu
ortaya c¢ikmistir. Etken hastalandirdigi canlida bagisiklik olusturmaz. Bu
yuzden hastalanan canhda infektif Prion'a karsi spesifik antikorlar

saptanamamigtir.
2.2.10 Kortikobazal Dejenerasyon (KBD)

Adindan da anlagilacagl gibi bu hastalik serebral korteks ve bazal
ganglionlarin birlikte tutulumu ile karakterizedir. Noropatolojik 6zelligi beynin
Ozellikle frontal ve bazen paryetal bdlgelerindeki kortikal piramidal néronlarin
sismesi, balonlagmasi ve akromazisi (soluklasmasi) ile karakterize asimetrik
kortikal atrofi, substantia nigra pars compactadaki melanin igeren hicrelerin
kaybi ve ilave olarak daha bircok subkortikal, beyinsapi ve bazenserebellar

yapilarda hucre kaybi ve gliozis olarak 6zetlenebilir.

Kortikal bdlgelerin ve bazal ganglia yapilarinin birlikte tutulmasina
badli olarak bu hastalikta ¢esitli kortikal ve ekstrapiramidal bulgular bir arada
gorulurler. Bu birlikteligin yanisira en énemli 6zellik bulgularin belirgin olgtde
asimetrik olmasidir. Hastalik orta-ileri yaslarda kortikal veya ekstrapiramidal
bulgularla baglayabilir. Ekstrapiramidal bulgular genellikle asimetrik rijidite,
bradikinezi, distoni olarak ortaya g¢ikan akinetik-rijid bir sendromdur. Rijidite
ve distoni hastanin elini kullanmasini ¢ok guglestirecek agirlikta olabilir. Buna
siklikla postural instabilite ve dizartri eklenir, bulgular zamanla diger tarafa da
yayilirlar. Kortikal bulgularin en sik ve en belirgin olani apraksidir. Apraksi
bazen agir tutulum gosteren tarafta rijidite ve distoniden dolayi muayene
edilemez, daha az tutulan tarafta daha kolay gosterilebilir. Bunun yaninda
yabanci el (alien limb) olarak adlandirilan, bir ekstremitenin vicuda ait
olmadigi hissi ve bu ekstremitenin istemdigi, iradeden bagimsiz, bazen
amacl gibi goérunen hareketleri ortaya cikabilir. Diger kortikal bulgular
myoklonus ve kortikal tipte duyu kusurunu (elin Gzerine yazilan harfleri, igine
konulan egyalari taniyamama) igerir. Hastalarin birgogunda diseksekutif
sendrom olarak da adlandirilan frontal tipte bir demans olugur. Bazen
supranukleer tipte bir bakis felci geligebilr ve PSP ile karigabilir.
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Gorulebilecek diger bulgular canh yuz refleksleri, yakalama refleksi gibi ilkel

refleksler, disfaji bazen deserebellar belirtilerdir.

KBD'lu hastalar dopaminerjik tedaviye iyi cevap vermezler. Myoklonus
klonazepamdan, distoni baklofenden yarar gérebilir. Kontraktlr gelismesini
Oonlemek igin fizyoterapi ve ergoterapi dnemlidir. Hastalik basladiktan sonra
surekli ve yavas bir sekilde ilerler, prognozu kotuduar. Baslangigtan itibaren
yasam beklentisi 6-8 yildir (66, 73).

2.3. APOPITOZ

Gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan ve/veya fonksiyonu
bozulan hucrelerin kontrolli ve programl Olimune apopitoz denir (74).
Apopitozun, organizmalarda gelismede ve homeastazin surdiUrilmesinde
vazgecilmez bir rolu vardir. Yunancada “Dokulen Yaprak” anlamina gelen
apopitoz; patolojide “Programli Hiicre Olimi “nii ifade etmektedir. Apopitoz
terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adli arastirmacilar tarafindan
kullanilmigtir (75, 76). Apopitozun genetik dizenlenmesi hakkindaki bilgiler

Caenorhabditis elegans ile yapilan ayrintili incelemeye dayanmaktadir (77).

Apopitoz, 6lum igin programlanmis hucrelerde; hucrelerin  kendi
nikleer DNA’larini, nukleer ve sitoplazmik proteinlerini pargalayacak
enzimleri aktive eden, kontrolli bir sekilde duzenlenmis intraselltler
programla yurattlen bir hicre d6luma yolagidir. Hlcrenin plazma membrani
saglam kalir, ancak yapisi degisir. Bu degisim sonrasi hlcre fagositoz igin
hedef haline gelir. Olu hiicre, igerigi disari sizmadan hizlica temizlenir ve bu

nedenle organizmada inflamatuvar reaksiyona yol agmaz (78).

Apopitotik hticre 6lum programi, Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve
apopitotik proteaz aktive edici faktorler olmak Uzere U¢ ana bilesen
icermektedir. Bu anahtar bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apopitozda
gozlenen morfolojik degisikliklerden, mitokondriyal hasardan, cekirdek zari
kirlmalarindan, DNA fragmantasyonundan, kromatin kondansasyonundan ve

apopitotik  cisimciklerin  sekillenmesinden sorumludur. Ayrica kanser,
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norodejenerasyon, otoimmunite, kalp hastaliklari ve diger bozukluklar gibi
genis bir alana yayilan hastaliklarin patogenezi apopitozun kétu regulasyonu
ile iligkilidir. Apopitoz; istenmeyen ya da potansiyel olarak zararl hucreler ile
birlikte 6mrunu tamamlamis hicreleri ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Ayni
zamanda, hucreler onarilamayacak olgude zarar gorduklerinde ve ozellikle
de hasar hucrenin DNA'sini etkilediginde ise apopitoz patolojik bir olaydir.
Boyle durumlarda, onarilamayacak derecede hasar gormus hucreler apopitoz
ile yok edilir (78). Sonugta apopitozun rol aldidi pek ¢ok patolojik ve fizyolojik
sure¢ vardir (79-82). Apopitoz, organizmanin normal igleyisi sirasinda
goOrulen ve diuzenli olarak sUrmesi gereken bir tur hucre olum seklidir.
Hizlanmis veya yavaglamis apopitoz hastalik belirtisi olabilir. Apopitozun
gereksiz yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara, AIDS, nérodejeneratif
hastaliklar, insuline bagimli diabet (Tip 1) ornek verilebilirken apopitozun

yavasladigl hastaliklara otoimmun hastaliklar ve kanser 6rnek verilebilir (83).

Fizyolojik Nedenlere Bagh Apopitoz:

1. Embriyogenezde (implantasyon, organogenez, gelisimsel involusyon
ve metamorfoz) hicrelerin programli 6lUmu.

2. Hormona bagh doku involisyonu (Menstirel siklusta, menopozda
ovaryan atrezide, laktasyon gosteren memenin regresyonunda, kastrasyon
sonrasi prostat atrofisinde).

3. Cogalma gosteren hicre gruplarinda hicre sayisinin devamlhiliginin
(homeostazis) saglanmasi (kemik iligi ve timustaki immatir lenfositler,
germinal merkezdeki B hicreleri ve intestinal kriptlerdeki epitel hicreleri).

4. Olgunlagsmalarini tamamladiktan sonra ya da dnce potansiyel olarak
zararl self-reaktif lenfositlerin elimine edilmesi.

5. Akut inflamatuar yanitta nétrofiller veya immun bir yanitta gorev alip
kullaniimis konak hucrelerinin olumu.

6. Sitotoksik T hucreleri tarafindan gergeklestirilen hicre 6lumu (virlsle

enfekte hicreler, neoplastik hlcreler ve transplant reaksiyonu) (78).

34



Patolojik Nedenlere Baglh Apopitoz

1. Cesitli etkenler (radyasyon, sitotoksik kanser ilaglari, hafif derecede
hipoksi ve 1sI gibi) ile olugsan DNA hasari. DNA hasari ve tUumor supresor gen
p53’lL de kapsayan mekanizma ile apopitoz indiklenir. DNA hasara
ugrayinca hicrede p53 birikir ve hiicre dongusunid G1 fazinda durdurur. DNA
onarim sureci basarisiz oldugunda ise p53 apopitozu tetikler. Ayrica p53
mutasyona ugradiginda veya yok oldugunda apopitozu uyarmada yetersiz
kalir. Bu durum bazi kanserlerde oldugu gibi hucrenin sag kalimina ve

anormal ¢ogalmasina sebep olur.

2. Katlanmis proteinlerin birikimi (Santral sinir sistemi ve diger

organlarda endoplazmik retikulumda stres olusturan protein birikimi).

3. Bilinen bazi enfeksiyonlara bagh hicre 6limu (adenovirls, HIV

enfeksiyonu ya da dokuda immun yanit olusturan viral hepatitler).

4. Duktus obstruksiyonundan sonra organ parankiminde patolojik atrofi

(pankreas, parotis ve bdbrek).

5. Tumorlerde hucre 6lumu (¢ogunlukla gerileyen timorlerde olmakla

birlikte bazen de aktif blylyen timorlerde) (78).

Apopitoz, hucre bolunme oranini huacre 6lumu oraniyla dengeleyerek
doku homeostazinin dengelenmesinde ve gelisim surecinde oldukga 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ginumuzde kullanilan bir¢ok ilag, apopitozu indukleme
yetilerinden dolayr tumor hdcrelerini  oldurmektedir ve ilag direnci
calismalarinda apopitozun rolu giderek artan bir sekilde c¢aligiimaktadir.
Apopitoz, gebelik ve norodejeneratif bozukluklar gibi birgcok hastaligin gesitli
asamalarinda rol almaktadir. Apopitozun, doku homeostazindaki ve
Alzheimer ve Parkinson gibi yasla baglanti dejeneratif bozukluklarda
meydana gelen apopitotik hiicre 6liminin gézlenmesindeki fizyolojik 6nem,
apopitozun yaslanmayla ilgili ¢alismalardaki kritik bir belirleyici parametre

olabilecegini ileri surmektedir (86).
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Nekroz, birgcok hasar verici kosullar altinda olusan hucre dliumudnun
patolojik bir modudur. Nekrotik hicre 6lumu hdcre sismesini ve organel
parcalanmasini takiben liziz ve hucresel igerigin digsari salinmasini
icermektedir. Bu yapidaki hicre o6limu, etrafta bulunan dokulara zarar
verebilir (87).

2.3.1. Apopitozun Safhalari

Apopitoz belli olaylar ile baglatilan, duzenli, temelde kaskad zincirini

takip eden, dort basamaktan olusan, enerji bagimli bir siregtir.

Sinyal (baslama) fazi: Apopitozun baslangic safhasidir. Apopitotik
uyaran ilk olarak bir sinyal yaratir. Membran araciligiyla alinan bu sinyaller
apopitozun pozitif veya negatif belirleyicileri olabilir. Ylzey o6lim
reseptorlerinin  (6zellikle tumor nekroz faktor (TNF) ailesi Gyelerinin),

mitokondriyal yolun veya diger uyaranlarin apopitozu baslatmasini igerir.

Kontrol ve hazirlik fazi: Intraselliler pozitif veya negatif dizenleyici
molekuller apopitozu uyarir, baslatir ya da durdurur. Bu olaylar spesifik
proteinlerle  gerceklestirilir. Burada baslatici kaspazlar ve bazi
kinazlarin/fosfatazlarin aktivasyonu yer alir. Bu proteinler tim sirecin
ilerlemesinde rol aldiklari i¢in 6nemlidirler. BuylUk o6lgide mitokondriyal
fonksiyonu duzenleyerek apopitotik stregte yer alirlar. Apopitoz mitokondride
iki degisiklige yol acar;

1. Mitokondrial sisme: Apopitotik sinyal mitokondri zarinda

permeabilite degisimi,

2. Sitokrom C sitoplazma igine salinir ve proteolitik olaylarin geligimi
hazirlanir (75, 78, 88).
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Uygulama fazi: Bu evreden buyluk Ol¢cude kaspaz protein ailesi
sorumludur. Kaspazlar (sistein bagiml aspartat spesifik proteaz) kalsiyum
badimsiz hicre i¢i sistein proteaz sinifinin en énemli bolimunu olustururlar.
inaktif &nciiller olarak hiicre sitoplazmasinda bulunurlar ve c¢ogu

proapopitotiktir. Biyolojik fonksiyonlarina gore 3 gruba ayrilirlar:

1. Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 14
2. Apopitozu baslatanlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10
3. Apopitozu yuratenler (efektér grup): Kaspaz 3, 6, 7

Baglatici kaspazlar apopitotik uyariyla baslayan o6lum sinyallerini
efektor kaspazlara iletirler. Efektor kaspazlar ise proteolitik etki gostererek
apopitotik hicre morfolojisinin  meydana gelmesine neden olurlar (88).
Apopitozun uygulama fazi proteolitik bir kaskattir. Kaspazlar hicre iskeleti ve

nukleer matriks proteinlerini pargalayarak hucre iskeletini yikarlar.

Oli  hicrelerin fagositozla eliminasyonu; Apopitotik hiicre ve
parcalarinin yuzeylerinde bulunan isaretleyici molekuller, komsu hucreleri ve

fagositleri uyarir (75, 78).
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Sekil 15. Apoptotik stre¢ ve hicrede meydana gelen degisiklikler (83).

2.3.2. Apopitoz Morfolojisi

Apopitozda morfolojik bulgular sunlardir:

a. Cevre Hucrelerden Ayrilma: Apopitozda ilk olarak hcreler
birbirleriyle olan temas bdlgelerini ve mikrovilluslari iceren yluzey
olusumlarini kaybederek komsu hucrelerden ayrilmaya baslarlar
(81).

b. Hlcre Blzismesi: Hlcre boyutlari kiigullr. Sitoplazma yogun olup
organeller nispeten normal gorunmekle birlikte siki paketlenmeler
gosterir (78). Organel butunligu korunur ancak bu organeller
kugulerek hucre zarina bagl cisimler olustururlar (81).

c. Kromatin Yogunlagmasi: Apopitozun en karakteristik gértntisind
olusturur (78, 80). Degisik boyut ve sekillerde kromatin birikimleri,
periferde hidcre membraninin altinda bulunur (78, 81, 82).

Kromozomal DNA’lar kendi icinde 180- 200 bp’lik interntkleozomal
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fragmanlara ayrilarak pargalanir. Nukleus iki ya da daha fazla
parcaya bolunur (78, 82, 89).

d. Sitoplazmik Kabarciklar ve Apopitotik Cisimlerin  Olusumu:
Apopitotik hicrede yaygin yuzeysel tomurcuklanma gdzlenir (78,
82). Fosfotidilserin, hicreden disari ¢ikar. Sitoplazma yogunlasir;
mitokondri,  sitokrom-C  gibi apopitozi uyaran faktorleri
serbestlestirerek hucre butunlugunt kaybeder ve parcalanir. Daha
sonra membranla cgevrili sitoplazma da nukleer pargalarla birlikte
veya onlar olmadan siki paketlenmis organellerden olusan
apopitotik cisimler seklinde pargalanirlar (82, 89).

e. Apopitotik Hucre veya Cisimciklerin Makrofajlar Tarafindan
Fagositozu: Apopitotik cisimcikler hizla fagositlerin lizozomal

enzimleri tarafindan sindirilir (78, 81).

Hematoksilen-eozin ile boyanmis dokularda apopitotik hicreler oval
veya yuvarlak, yogun eozinofilik sitoplazmali, dens nikleer kromatin parcalari
ile birlikte gorulur. Apopitoz, nekrozdan farkli olarak inflamasyon olusturmaz

ve bu da histolojik olarak saptanmasini guglestirir (78, 90).
2.3.3. Apopitozun Biyokimyasal Ozellikleri,

Apopitotik hicrelerde genellikle diger patolojik degisikliklerden farkl
biyokimyasal 6zellikler gorulur. Bu 6zelliklerin bazilari nekrotik hicrelerde de
gorulebilir. Apopitozun spesifik bir 6zelligi kaspaz adl bir enzim grubu ile
protein hidrolizidir. Transglutaminaz aktivitesi ile asir protein ¢apraz
baglanmasi sitoplazmik proteinleri kovalent bagli buzulmus tabakalara gevirir,
bu tabakalar apopitotik cisimler haline pargalanabilir. Apopitotik hlicrelerde
50-300 kilobazlik buyuk parcalar halinde, karakteristik DNA yikimi gozlenir.
Daha sonra DNA, Ca*® ve Mg bagimli endoniikleazlar araciigi ile
internukleozomal pargalanma sonucunda 180-200 bazli oligonukleozom
parcalarina donusur. Apopitotik hlcreler, plazma membranlarinin disinda
fosfatidilserin ve trombospondin baglari bulundururlar (75, 78). Meydana

gelen bu degisiklikler apopitotik htcrenin proinflamatuar hicresel igerik
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ortaya ¢cikmadan makrofajlar tarafindan fagositoz igin taninmasina olanak
verir (90).

2.3.4. Apopitozun Olusum Yollari

Apopitotik hucre olumu farkli sinyal ileti mekanizmalari araciligiyla
uyarilabilmektedir. Bu sinyal ileti mekanizmalari: mitokondriyal yol (intrinsik),

Olum reseptorleri (ekstrinsik) yolu ve endoplazmik retikulum aracih yoldur.

2.3.4.1. Mitokondriyal yol (Instrinsik)

Intraselliler Olim sinyallerinin  proapopitotik molekillere iletilerek
aktivasyonlarinin saglandidi suregleri igerir (91). Sitokrom ¢, sitozolik
apopitotik proteaz aktivasyon faktoru—1 (Apaf-1) ve pro-kaspaz-9 ile
apopitozom olusturmak Uzere birlesir (92). Sitokrom c’nin mitokondriden
sitozole saliveriimesi hlcre 6lim yolunu etkinlestirir. Sitokrom c’nin
saliverilmesini takiben, prokaspaz 9 ve Apaf-1 sitozolde bir araya gelerek
“apopitozom” olarak adlandirilan bir kompleks olusturur. Bu kompleks iginde
prokaspaz 9 etkinleserek kaspaz 9’a donusur ve kaspaz 9, kaspaz 3 ve 7'yi

etkinlestirir. Boylece apopitotik sureg gelisir (93).

Mitokondriyal yolun kontrold, Bcl-2 ailesine ait pro-apopitotik ve anti-
apopitotik proteinlerinin dengesine baghdir. Bcl 2 ailesine ait proteinler,
sitokrom c¢’nin mitokondri membranindan sitozole salinimini denetlerler.
Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirine
ait bir proteindir. Son yillarda anlasilan énemiyle apopitoz surecinde merkezi
bir konuma oturmustur. Bu ylzden de sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliveriimesi apopitoz yoluna girmis bir hlcrede geri

doénlstimsuz bir déneme girildigini isaret eder (94).
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Sekil 16. internal apopitoz mekanizmasi (97).
2.3.4.2. Oliim reseptorleri yolu (Ekstrinsik)

Apopitozun dis sinyallerle tetiklendigi yoldur. Olim reseptorleri olarak
bilinen timoér nekroz faktdér (TNF) reseptor ailesinin plazma membran
proteinlerine baglanmasi ile tetiklenir (95). Apopitozin 6lim reseptorleri yolu,
TNF ailesi hucre yuzey reseptorlerin kendileriyle iliskili apopitoz uyarici
ligandlar (TRAIL), Fas ligantlari ya da bazi malign ve normal hucrelerin
kendilerine 6zgu reseptorleriyle birlesmesiyle gerceklesir (77). Olim
reseptorleri; TNF reseptor gen ailesine aittir. Bilinen alti tane 6lum reseptori
(CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF Related Apopitoz Inducing Ligand)-R1,
TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6) vardir. Adaptoér proteinler, reseptorle gelen
sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari aktive ederler (96). Duyarli
ligandlarin baglanmasiyla G¢ TNFR ya da Fas molekulli kompleks olusturmak
uzere bir araya gelir ve TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik bdlumleri
sirasiyla TRADD ve FADD/Mort-1 adl adaptdr proteinlerine baglanirlar.
Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptér proteinler ve proteazlar bir “Olim
indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC)’ni olustururlar. Proteazlarin aktivasyonu
apopitotik sinyali uretir (77). DISC, kaspaz-8in dogrudan aktivasyonuna

onculuk eder. Kaspaz—8 de kaspaz—3'U aktive eder ve apopitoz olusur (92).
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2.3.4.3. Endoplazmik Retikulum Aracih Yol

Endoplazmik  retikulum  (ER), protein  biyosentezinde ve
katlanmasinda, hucre igi kalsiyum dengesinin dizenlenmesinde 6nemli rol
oynar. Hucre igi kalsiyum (Ca*z) homeostazisinin bozulmasi ve intraluminal
oksitadif gevresinin degismesi de dahil olmak Uzere cesitli sartlar, ER'un
stresini artirabilir ve apopitoza yol acabilir (98). Dis uyaranlar, hicre iginde
Ca* artisina neden olabilir. Bununla birlikte cAMP gibi hucre igi ikincil
haberciler de aktive edilir. Bu da kaspaz kaskadina sebep olur ve apopitozu
baglatir (99). ER’'un stresinin apopitozun gelisimine etkisinin ne oldugu tam
olarak anlasilamamasina ragmen, son c¢aligmalar, ER proteazlarinin,

kaspaz—7 ve kaspaz-12 nin apopitoza katildigini 6ne surmektedir (98).
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2.4.KLORPRIFOS VE NOROTOKSISITE

Klorprifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate],
bahge, tarim ve orman zararllarina kargi yaygin olarak kullanilan dolayisi ile
insanlarin sikga maruz kaldigi organofosfath bir insektisittir (101).
Klorprifosun metabolitleri, klorprifos-okson ve 3,5,6- trikloro-2-pridinol
klorprifosdan daha toksiktir (101, 102).

Klorprifosun metaboliti, klorprifos-okson sinir kavsaklarinda asetilkolin
esterazi inhibe ederek ciddi kolinerjik toksisite olugtirur (103, 104). In vivo ve
in vitro deneysel calismalarda, akut ve kronik organofosfat uygulamalarinin
sonucunda ortaya cikan toksik etkilerin (hepatotoksisite, norotoksisite,
genetik toksisite, embriyotoksisite, immunotoksisite gibi) patogenezinde
oksidatif doku hasarinin rol oynadigi ortaya konulmustur (103, 104). Serbest
radikaller, 6zellikle DNA, protein ve hucre fosfolipitlerinin ¢oklu doymamis
yag asitleri olmak Uzere organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler.
Ozellikle DNA'ya saldiran serbest radikaller dnemli zararlara neden olurlar.
Bu zararlar karsinojenik mutasyonlara neden olabilir (105). Karsinojenik
ksenobiyotikler, hiucre icindeki sitokrom p450, peroksizomlar ve
mitokondrideki enzimatik sistemleri degistirerek veya indukleyerek serbest
radikaller olustururlar. Ek olarak, serbest radikalleri toplayarak hucreyi
koruyan enzimatik veya enzimatik olmayan sistemleri tuketirler veya inhibe
ederler veya tasiyabileceklerinden fazla yUk yuklerler. Hicrede oksidatif
hasar olusturarak lipit peroksidasyonu, deoksiribonukleik asit hasari veya
protein degisikliklerine yol agarlar. Bunlar da azalmis gap junction aracilikl
haberlesme, transkripsiyon faktorlerinin (AP-1, NF-kB) aktivasyonu,
intraselluler kalsiyum ve pH dedgisiklikleri veya hucre o6lumu gibi hucresel
fonksiyon degisikliklerine yol acabilir (106).

Yapilan g¢aligmalarda, organofosfat uygulanmasini takiben karaciger,
beyin, tiroid gibi c¢esitli doku &rneklerinde lipit peroksidasyonunun bir
gOstergesi olan malondialdehit (MDA) dlzeyinde artis ve enzimatik
antioksidan savunma elemanlarindan superoksit dismutaz (SOD), katalaz

(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
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(G6PDH) ve glutatyon reduktaz (GR) aktivitelerinde degisiklikler oldugu
saptanmigtir (103, 104, 106).

Klorprifosun tim bu etkilerinin yani sira kolinesteraz inhibisyonundan
bagimsiz olarak norotoksisite olusturdugu ortaya atilmistir. Bu iddia gesitli
deney hayvanlarinda ve hicre hatlarinda yapilan ¢alismalarla desteklenerek
klorprifosun gelisimsel ndrotoksik etkilere sahip oldugu goésterilmistir (107).
Bu gostergeler Amerika’da Cevre Koruma Ajansinin klorprifos kullanimini
sinirlamasina sebep olmustur (108). Daha sonrasinda yapilan laboratuvar
calismalari da klorprifosun néronal proliferasyonu inhibe ettigini (109) ve

kognitif fonksyonlari bozdugunu gdstermistir (107, 108).

Bazi arastirmacilar klorprifosun gelisimsel norotoksik efektlerinin
asetilkolinesteraz inhibisyonu araciligiyla olmayabilecegini; calismalarinda
uyguladiklari  kolinerjik reseptor antagonistleriyle bu etkileri  geri
dondiremediklerini ortaya koyarak gdstermiglerdir (110). Yapilan in vivo
caligmalar ile hucre kulturd modellerinde yapilan ¢alismalar birbiri ile uyumlu
sonuglar vermistir. Ornegin Das ve Barone 1999 yilinda yaptiklari calismada
klorprifosun PC12 hucre hattinda norit uzamasini asetilkolinesteraz
inhibisyonu olmadan da inhibe ettigini gostermislerdir (111). Yapilan bazi
calismalarda ise ilacin hem antimitotik hemde proapopitotik bir ajan oldugu
soylenmektedir (112). Klorprifosun néronlarda meydana getirdigi hasar
sonrasinda ndrit uzamasinin durmasi, proliferasyonun inhibisyonu ile birlikte

nekrotik ve apopitotik sureglerin baglamasi beklenmektedir.

2.5.PIROLIDON TUREVi ILACLAR

GUnUmulzde santral sinir sistemi hastaliklarinda nootropik ilaglarin
kullanimina yonelik artan bir ilgi gorulmektedir. Pirasetam’in klinik etkinligi ile
ilgili yapilan meta-analiz sayesinde daha fazla bilgi birikimi olmustur. Bu
sistematik aragtirmanin birincil amaci bu gruptaki pazarlanan ve arastirmasi
devam eden ilaglarin farmakoloji, farmakokinetik/farmakodinamik, etki
mekanizmasi, doz aragtirmasi, toksikolojik ve yan etki arastirmalari ile iligkili

44



bilimsel literattr birikimini ve dolayisiyla bu ilaglarin kilinik gelisimlerini ortaya
koymaktir. Gergeklestirilen literatir taramasinin ana hedefi son 10 yilda
santral sinir sistemi hastaliklarinda kanit temelli olarak yapilan aragtirmalarin

makaleleri olmustur. Bahsi gecen santral sinir sistemi hastaliklari;

Kognisyon / hafiza problemleri,
Epilepsi ve ndbet gelisimi,
Norodejeneratif hastaliklar,

inme / iskemi,

© o 6o T o

Stres ve anksiyete.

Pirolidon turevi (pirasetam benzeri) ilaglar ¢ alt gruba ayrilirlar.

Birinci alt grupta pirasetam, oksirasetam, anirasetam, pramirasetam ve
fenilpirasetam bulunur ve bunlar insanlarda kullanilan ve bazilan diyet
takviyesi olarak da kullanilabilen ilaglardir. Bunlardan oksirasetam ve
anirasetam artik klinik kullanimda degildir. Pramirasetam’in travmatik beyin
hasari ile iligkili kognitif kusurlarin giderilmesinde faydali oldugu bildirilmistir.
Hafif bilissel (kognitif) bozukluklarin tedavisinde pirasetam uzun dénemde
fayda gostermemis olmasina ragmen yapilan son calismalarda koroner
bypass ameliyatlari sirasinda kullanildiginda noroprotektif etkileri oldugu
ortaya konmustur. Ayni zamanda serebrovaskuler ve travmatik kaynakl
bilissel bozukluklarin tedavisinde oldukga etkilidir fakat depresyon ve
anksiyeteyi azaltici etkisi hafiza gelistirici etkisinden daha fazla gérilmugtir.
Miyoklonus epilepsi ve tardif diskinezi hastalarinda destekleyici tedavi
segenegi olarak faydali oldugu gorulmustir. Fenilpirasetam pirasetama gore
daha potent olup daha fazla endikasyonda kullaniima potansiyeli vardir.
Pirasetamin vazodilatér bir ilag ile kombine edildiginde cesitli kognitif
bozukluklarda ilave faydali etkileri oldugu da gdsterilmigtir.

ikinci alt grupta levetirasetam, seletrasetam ve brivarasetam
bulunmaktadir. Bu alt gruptaki ilaglarin kognitif etkileri cok agik sekilde
belirgin olmamasina ragmen antiepileptik etki gosterirler.

Uclincli alt grup Klinik etkinlikleri ve etki mekanizmalari hala tam

belirgin olmayan pirasetam tiirevlerinden olusmaktadir. Ornegin bunlardan
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nefirasetam fel¢ gecgirmis hastalarda kognisyonu diuzeltmede basarisiz olmus
ve bu hastalarda klinik denemelerde yerini bir antidepresan olan rolipram
almistir. Bu alt grup dyelerinin ¢odu hala arastirmalarin pre-klinik
evresindedirler.

Pirasetam ve birgok pirasetam tlrevinin etki mekanizmalari ile ilgili
hala birgok bilinmeyen mevcuttur. Glutamat reseptdrlerinin subtiplerinde
GABAerjik olmayan kademeli etkileri oldugu goériimustir. Pirasetam’in
néronal hlcrelere kalsiyum girisini artirdigi zannedilmektedir. Fakat bu
fonksiyon 6nemli bir soru igareti barindirmaktadir. Cinkl normalde boylesi
bir kalsiyum girisinin néronal hiicrelere oldukga zararl etkileri olabilir. ikinci
alt grup uyeleri farkli néronal reseptorlere (sinaptik vezikil 2A gibi)
baglanarak da etki gostermelerine ragmen nefirasetam gibi tglncu alt grup
dyeleri birinci alt grupta oldugu gibi bdyle bir etki gostermezler. Etkinlik
oranlar ile ilgili yapilan hesaplamalara gore bu gruplardaki ilaglarin en

azindan bazilarinin klinik gelisimleri devam edecek gibi gériinmektedir (113).

2.5.1. LEVETIRASETAM

Levetirasetam butin dinyada 2000 yilindan itibaren kullanima giren
en yeni antiepileptik ilaglardan biridir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’'nde
levetirasetam yalnizca parsiyel baslangigli epilepside ek tedavi ilaci olarak
onay almigtir. AB Ulkelerinde ise levetirasetam birinci basamak monoterapi
ilaci olarak da kullanima girmistir. Levetirasetam yaslilarda kullanilan ve zeka
Uzerine etkisi oldugu sdylenen Pirasetamin etil analounun S-enantiomeridir.
Levetirasetam oral alimi takiben hizli ve nerdeyse tamamen absorbe olur. En
yuksek plazma konsantrasyon degeri oral alimindan bir saat sonra olgulur.
Gida alimi plazma konsantrasyon degerini %20 azaltarak bu degere
yukselmeyi 1.5 saat geciktirmektedir fakat biyoyararlanimini azaltmaz
(114,115). 500 — 5000 mg degerinde doz ve levetirasetam plazma degeri
arasinda lineer iligki vardir (116). Levetirasetam metabolizmasi sitokrom
P450 enzim sisteminden badimsizdir. Levetirasetam vicutta dedismeden
bdbreklerden atilir (%27’si metabolize olur). Baslica metabolik yolagl kanda

asetamid grubu ile hidrolizdir (116). Metabolik GrinG inaktiftir. Levetirasetam
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plazma yari omru erigkinlerde 7+1 saattir. Bu deger yasllarda kreatinin
klirensinin artmasi nedeniyle 2,5 saat uzayabilir (114). Bobrek hastaligi
olanlarda kreatinin klirensine gore doz titrasyonu yapilmasi gerekmektedir
(114). Hepatik metabolizma ve proteine baglanma olmamasi diger ilaglarla
etkilesiminin olmadiginin  gOstergesidir Bugune kadar levetirasetamin
fenitoin, warfarin, digoksin ve oral kontraseptiflerle farmakokinetik etkilesimi
gosterilmemistir (114, 115). intravendz (IV) formunun oral formuyla
bioekivalan oldugu gdsterilmigtir. Levetirasetamin lineer kinetigi vardir, serum
konsantrasyonu doza paralel olarak artmaktadir (115). Levetirasetamin
efektif plazma degeri belirlenememistir. Yanit veren ve yanit vermeyen
hastalarda ortalama plazma degeri 12,9 ila 9,5 ug/mL olarak ol¢tlimustir.
Hastalarin ¢cogunun 1000 mg/giin dozda ndébetlerinin olmadidi gosterilmistir
ve bu dozdaki plazma degeri 6,5£2,4 pg/mL odlgulmustar. Buna ragmen
levetirasetamin  terapotik ve toksik dozu Dbelirlenememistir (114).
Levetirasetamin etki mekanizmasi diger antiepileptik ilaglardan farkhdir.
Antikonvullzan etkisi standart epilepsi modellerinde goOsterilememis, ancak
‘kindling model’inde gosterilmisgtir (117). Levetirasetamin sinaptik vezikul
proteini 2A’'ya (SV2A) baglanarak etki ettigi diasinilmektedir. SV2A
proteinine  baglanarak vezikilden glutamat salinimini  engelledigi
disunulmektedir (118). Zar glikoproteini olan SV2A en fazla sinaptik ve
endokrin hlcrelerin vezikul zarlarinda bulunmaktadir. Levetirasetamin SV2A
uzerinden de antiepileptik etkisinin oldugu ileri surilmuagstir. Levetirasetam
disindaki diger antiepileptik ilaglarin SV2A’ya etkinligi yoktur. Yapilan in vitro
calismalarda N-tipi ylksek voltajli aktive kalsiyum kanallarini kismi olarak
kapatarak hucre i¢i depolardan kalsiyumu azaltarak etki ettigi gosterilmistir.
Ayni zamanda Gamma-aminobdtirik asit (GABA) ve glisin ile dizenlenen

akimlardaki azalmayi kismen tersine gevirir (118).

Levetirasetamin hedeflenen dozu 2 vyarim doza ayrilan 60
mg/kg/giindiir. Once 20 mg/kg/giin 2 hafta, ardindan 40 mg/kg/gin ve
nihayetinde 60 mg/kg/giin dozuna ulasiimasi onerilir. En yiksek dozu tolere
edemeyen hasta populasyonunda 40 mg/kg/gin dozla sinirlanmalidir (114).

En sik rastlanan yan etkisi depresyon ve uyku bozuklugudur. Epilepsi
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cerrahisiyle nobetleri kontrol edilemeyen hastalarin, ameliyat olmayan
hastalara kiyasla levetirasetama daha iyi yanit verdigi gosterilmigtir. Epilepsi
cerrahisiyle kontrol altina alinamayan hastalarin uzun dénem takip
sonuglarinda yeni baslanmis levetirasetam pozitif prognostik faktér olarak
kabul edilmektedir. Levetirasetamin status epileptikus'ta (SE) kullanimi
onerilmektedir. Levetirasetamin yukleme dozu 250 ila 1500 mg arasinda
degisir. idame dozu 1500 mg/giin’den 7000 mg/gline kadar arttirilabilir(119,
120, 121)

Farmakolojik ozellikleri;

Adizdan alindiktan sonra tama yakin olarak emilir. Gida ile birlikte
alimi biyoyararlanimi etkilemez ancak emilim orani yavaslar. Cocuklarda
gunlik idame doz erigkinin %130-140’ina biyoesdegerdir. Gunluk g¢ocuk
dozu: 10-20 mg/kg/gun baslanilip, haftalik 10 mg/kg arttinlarak 32-60
mg/kg/gun dozuna kadar verilebilir (115) . Levetirasetam karaciger tarafindan
metabolize olmaz, plazma proteinlerine baglanma orani duguk oldugundan,
diger antiepileptik ilaglarla alindiginda etkilesime girmez. Kararli plazma
dizeyine 2 gun iginde ulagsmaktadir. Alinan miktarinin % 66-76’sI
degismeden idrar ile atiimakta ve % 27’si aktif olmayan metabolitlere
donusmektedir. Yarilanma omru 7 saat olup bobrek yetersizliginde bu sure
uzamaktadir (122).

Levetirasetamla yapilan hayvan calismalarinda nébetleri kontrol altina
almasinin yaninda noéron koruyucu etkisinin de oldugu bildirilmistir (122).
Erigkin sicanlarda orta beyin arterinin baglanmasiyla olugturulan beyin
hasarinin levetirasetam tedavisi ile azaldigi gosterilmistir. Hanon ve ark.
erigskin siganlar Uzerinde yaptiklari galigmada levetirasetamin antiepileptik
etkinin yaninda antiepileptogenezis etkisinin de oldugu bildirilmistir (123).
Oliveira ve ark. calismasinda ise levetirasetamin eriskin sigcanlarda
pilokarpinin indukledigi nébetlerde hipokampuste lipid peroksidasyonunu ve
oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir (124). Yine yapilan hayvan
calismalarinda levetirasetamin tedavi dozunun birkag¢ kat Ustliinde dahi néron

olimune neden olmadigi ve bu durumun fenobarbital, fenitoin, valproat gibi
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geleneksel antiepileptik ilaglara goére o6nemli bir Gstunlik oldugu ileri
surdlmastur. Kim ve ark. status epileptikus olusturulmus yenidogan
sicanlardaki galismasinda levetirasetamin yuksek dozlarda beyin dokusunda
apopitozisi 6nledigi histopatolojik olarak tespit edilmigtir (125). Ancak
levetirasetamin hipoksik iskemik beyin hasarinda (HIBH) ge¢ doénem
etkinligini gbsteren hayvan calismasi yoktur. Bu nedenle perinatal HIBH'nda
ge¢ donem etkiniligini gosterecek deneysel hayvan cgalismalarina ihtiyag
vardir. Ayrica son zamanlarda bazi merkezlerde yenidogan nobetlerinin
tedavisinde kullaniimis ve 6nemli bir yan etkisi olmadan ndbetleri kontrol

altina aldigi gosterilmigstir (126).

2.5.2. NEFIRASETAM
Crijinal olarak nootropikler grubunda siniflandirilan pirolidon tirevi
ilaglar kognitif-duzenleyici ajanlardir. Bu siniftaki ilaglardan pirasetam ve
levetirasetam gibi bazi ajanlar hayvan modellerinde anti-nobet etkiler de
goOstermiglerdir. Nefirasetam ise kognitif dizenleyici etkiler gosteren bir bagka
pirolidon tarevi ilagtir. Nootropik bir ila¢ olarak nefirasetam normal ve beyin
hasarli hayvanlarda 6drenme ve bellek artirici etkiler gostermistir ve bu
veriler inme ve Alzheimer kaynakli demansin potansiyel tedavisinde
kullanilmak tzere klinik deneylerin baslamasina sebep olmustur (127). Yakin
zamanda yapilan calismalarda nefirasetamin en ¢ok kullanilan hayvan
modeller olan maximal elektrosok (MES), amigdala hasari ve kimyasal
induklenmig ndbet modellerinde nobet esigini yukselterek ndbet aktivitesini
hafiflettigi gosterilmigtir (128). Bu cifte fonksiyonundan 6tiri nefirasetam,
post-iskemik ndbet gelisimi ve kognitif disfonksiyon gorllen hastalarda hem
ndbet proflaksisi hem de noéroprotektif olarak potansiyel bir ila¢ olarak
gorulmektedir (128).
Nefirasetam [N-(2,6-dimethylphenyl)-2-(2-oxo-1-pyrrolidinyl) acetamide,
DM-9384] glunuimuzde pirolidon tlrevi nootropik ajanlar icinde Alzheimer

hastaligi ile iligkili ya da serebrovaskiler hastaliklara sekonder gelisen
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demansin tedavisinde kullanilir ve birgok hayvan modelinde kognisyon-
artirici etkiler gosterdigi kanittanmigtir (128). Elektrofizyolojik ve nérokimyasal
calismalar nefirasetamin N/L-tip Ca*? kanallarini ve kolinerjik, monoaminerijik
ve gama-aminobutirik asit (GABA)-erjik sistemleri aktive ettigini gdstermigstir
(128). Bazi pirolidon tdrevlerinin antikonvulsan aktiviteleri oldugu rapor
edilmis ve ilk pirolidon tlrevi pirasetam ve onun etil analogu olan
levetirasetam miyoklonus ve epilepsi tedavisinde kullaniimiglardir (128).
Nefirasetamin da hayvan modellerinde antikonvilsan aktiviteler gosterdigi
belirtilerek antiepileptik tedavide kullaniima potansiyeli ortaya konmustur
(128).

Daha 6nce belirttigimiz gibi bazi ¢alismalar nefirasetamin farmakolojik
etkilerini temel olarak kolinerjik ve GABAerjik nérotransmitterlerin geri alimini
ve salinimini artirdigint (129) ve nikotinik asetilkolin reseptorleri ile néronal
Ca*® kanallarinin aktivitesini artirmak suretiyle noéronal iletiyi artirdigini
gostermektedir (129). Nefirasetamin anti-amnezik efektlerinin mekanizmasi
hala tam olarak aydinlatilamamistir (128). Nefirasetam kognitif fonksiyonlari
artirict veya serebral iskemi olusturulduktan sonra ortaya c¢ikan kognitif
disfonksiyonun ortaya clkmasinda iskemi sonrasi bozulan
AC/cAMP/PKA/CREB sinyal ileti yolagini duzeltici etkisi oldugu gdsterilmistir
(128).

2.5.3. Nefirasetam, Levetirasetam ve Noroprotektivite

Levetirasetam ve Nefirasetamin antiepileptik nootropik o6zellikleri
haricinde apopitoz ile iligkileri ve potansiyel néroprotektif etkileri de birgok
calismada aydinlatimaya calisiimistir. Yapilan ¢alismalarin 6nemli bir
bdlimU hayvan modellerinde gergeklestirilirken hatiri sayilir sayida da
ndronal hicre hattinda calisma mevcuttur.

Ornegin levetirasetamin iskemik beyin hasarinda néroprotektif etkileri
gosterilmigstir (130). Yashlikta yeni baslangigl epilepsi insidansi diger tim yas
gruplarina gore yuksektir ve gogunda semptomatik epilepsi inme ile birliktelik

gosterir. Genellikle yasli hastalar nispeten dusuk dozlarda antiepileptik ilag
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dozlariya nobetsiz hale gelebilirler. Fakat bu hastalarda eglik eden
hastaliklarin ve tedavilerin c¢oklugu zararli ilag etkilesimleri acgisindan
urkdttcl olabilmektedir (131). Yeni antiepileptiklerden 6zellikle levetirasetam
inme sonrasi ndbetlerin tedavisi icin ilk tercih ilag durumundadir (132).
Vaskuler beyin hasarlari ile epilepsinin ortaya c¢ikardiklari sinaptik ve
intrasellller olaylari benzerligi dusunulerek antiepileptik ilaglar olasi
ndroprotektif etkileri bakimindan inme hayvan modellerinde arastiriimislardir
(130).

Antiepileptik ilaglarin iginde levetirasetam epilepsinin kontrol altina
alinmasi ve noroprotektif etkilerin gorilmesi bakimindan 6nemli bir yere
sahiptir (132). Levetirasetamin bazi kismi etki mekanizmalarinin vaskuler
hasar sonrasi néroprotektif etkilerden sorumlu olabilecedi dusinilmektedir.
Deneysel gozlemler levetirasetamin kainik asit gibi kimyasal etkenler
tarafindan olusturulan norotoksisiteden direk koroyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (123). Levetirasetamin ndroprotektif etkileri, ratlarda tikanmig
orta serebral arter modelinde, merkezi serebral iskemi durumunda
arastinimistir (132). Bu galismada levetirasetam uygulamasi, sabit vicut
sicakliklarinda infarkt hacmini azaltmig, Ustelik non-kompetitif N-metil-D-
aspartik asit (NMDA) antagonistlerinin uygulamasindan daha iyi sonuglar
alinmisgtir (132).

Hucre i¢ine kalsiyumun akisi hucreyi 6lume goéturen olaylar kaskadinin
baglamasina sebep olur ve olasilikla selektif olarak kalsiyum kanallarinin
blokaji ndéroprotektif etki ortaya cikarabilir. Farkh sayi ve tiplerde kalsiyum
kanallari mevcuttur. N ve P/Q subtipleri nérotransmitterlerin saliniminin
kontrolinde goérev alirlarken L tipi kanallar ise postsinaptik seviyede sinyal
olaylarinin duzenlenmesinde rol alirlar. Bu durum N ve P/Q subtiplerinin
secici sekilde duzenlenmesinin ndroprotektif stratejide etkili olabilecegini
gOstermektedir. Bu anlamda levetirasetam dusundlebilir. ClUnklG T tipi
kanallar1 degil, segici sekilde N-tipi kanallari bloke ederek hicrelere kalsiyum
girisini dizenler. Daha da 6tesinde levetirasetamin hicre igindeki potasyum

akigini azalttigi yonunde kanitlar vardir. Bu yolla levetirasetam membran
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depolarizasyonunu module eder ve geri donugsuz hucresel hasar meydana
getirebilecek olaylarin 6nune geger (132).

Ayrica, deneysel modellerde beyin iskemisi sirasinda GABA
norotransmisyonunun guglu sekilde deprese oldugu gosterilmistir. Bu yluzden
tum presinaptik ve postsinaptik stratejilerde GABAerjik seviyelerin
artinilmasinin  noroprotektif bir etki ortaya c¢ikaracagr dugsunulmektedir.
Levetirasetam, direk olarak GABAerjik sistemi module ediyor olmasa da
muhtemel farkl bir néroprotektif etki olarak GABA devri (turnover) ve GABA-
A antagonistlerinin etkileri ile iligkili olabilir (132).

Eksidator transmisyonun negatif dizenlenmesi iskemiye karsi énemli
bir korunma stratejisi olarak gérilebilir. iyonotropik ve metabotropik (grup 1)
glutamaterjik reseptorlerin modulasyonu noroprotektivitenin ana
mekanizmasi olarak goérulmelidir. Levetirasetam ile glutamat reseptorleri
arasinda direk baglanti olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir. Ancak
santral sinir sistemi membranlari boyunca spesifik bir hat boyunca eksitator
iletimin negatif diizenlenmesi ile ilgili bir rol oldugu dustnulebilir. Ozellikle
levetirasetamin  SV2A adli bir sinaptik vezikul proteinine baglandigi
gOsterilmigtir. Bu protein, sinaptik vezikullerde yerlesik integral transmembran
proteinler ailesinin en ¢ok eksprese olan uyesi olup ug¢ farkh izoform olarak
bulunmaktadir. SV2A’nin sinaptik morfolojide bir etkisi olmamasina ragmen
vezikiil fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ¢ok dnemli roli vardir. Ozellikle
SV2A, sinaptik vezikulin kalsiyum bagimli ekzositozunda duzenleyici birincil
kalsiyum sensoru olan presinaptik sinaptotagmin proteini ile etkilesir. Boylece
SV2A indirek olarak nérotransmitter salinimini dizenler. Bu ylzden
levetirasetam SV2A fonksiyonunu dizenleyip eksitator iletimi engelleyerek
ndroprotektif etki ortaya ¢ikariyor olabilir (132).

Ayrica levetirasetamin genetik transkripsiyon mekanizmalarini
dizenleyerek direk noéroprotektif etkiler gosterdigi de oOne surilmektedir.
Buna kanit olarak da HelLa hucre hattinda levetirasetamin major metabolitinin
histon deasetilazi bloke etmesi goterilmektedir. Bu enzim, bazi proteinlerin
lizin gruplarinin hidrolizasyonunu katalize eder, kromatin yogunlasmasini

(kondenzasyonunu) artirir ve gen transkripsiyonunu inhibe eder. Sonug
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olarak levetirasetam gibi histon deasetilaz inhibitorleri apopitoz igin énemli
genlerin ekspresyonunu duzenleyerek noroprotektif etki gosterirler (132).

Nefirasetamin bdyle ilgi cekici etkileri icin de yapiimis c¢alismalar
mevcuttur. Nefirasetamin bilissel dizenleyici etkilerinin noéronal iletimi
duzenleyerek ortaya c¢ikardigi birgok c¢alismada gosterilmistir (133).
Nefirasetamin morfin toleransi ve bagimhligi gelisimini engelledigi, hatta
morfine duyarsiz néropatik agrida potent analjezik etki olusturdugu
gOsterilmistir. Bunun gibi néromodulatér etkilerinin yanisira nefirasetamin L
ve N tipi Ca*® kanallarinin aktivasyonu vasitasiyla noroprotektif etkiler
goOsterdigi de bildirilmistir. Nefirasetamin in vivo retinal iskemi reperfizyon
modelinde ve in vitro olarak da noroblastoma-retinal néron hibrid hucre
hattindaki iskemi reperfizyon stress modelinde potent néroprotektif etkileri
gosterilmigtir. Bu modeller Uzerinde nefirasetamin hem nekroz hem apopitoz
gelisimini dnledigi ve noroprotektif etkiler gosterdigi gozlenmigtir (134).

Nefirasetem, levetirasetam ile ayni pirolidon kimyasal ailesinin bir
dyesi olmasina ragmen bu iki ilag amigdala hasarli, MES veya
pentilentetrazol (PTZ) ndbet modellerinde paralel olarak test edildiklerinde
farkh anti-ndbet etkiler ortaya ¢ikarmislardir ve bu durum altta yatan ndbet
Onleyici etkilerinin farklh oldugunu géstermektedir (128). Nefirasetamin nébet
Onleyici etkileri fenitoin, karbamazepin, zonisamid, valproik asit ve diazepam
gibi farkh klasik antiepileptik ilaglarla da birgok epilepsi modelinde
kiyaslanmigtir (128). Elde dilen sonugclar 6zellikle GABA reseptor antagonisti
kimyasal konvulzanlarin ortaya c¢ikardigi nobetlerde etkili oldugunu ve
olasilikla nefirasetamin etkilerinin GABAerjik sistem Uzerindeki etkilerle
ortaya ¢iktigini gostermektedir. Ayrica nefirasetamin voltaj bagimli sodyum
kanal blokorl antiepileptiklerle benzer etki profiline sahip oldgunun gértlmesi
de o6nemlidir (128). Nefirasetamin glutamat ile indiklenen ndérotoksisite
modelinde oldukga basarili sekilde etki gostermesi nefirasetam tedavisinin
ndbet o&nleyici etkisinin primer mekanizmalarindan birinin de glutamat
antagonizmasi olabilecedini géstermektedir (135).

Nefirasetamin geleneksel antiepileptik ilaglardan farkl olarak N/L tipi

Ca*? kanallarini etkileyip nérotransmitterlerin salinimini diizenleyerek néronal
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disfonksiyonu duzelttigi rapor edilmistir. Nefirasetamin birgok iskemik
modelde in vitro ve in vivo noroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir. Kainik asit
ile indiklenmis epilepsi modelinde de nefirasetamin davranigsal ndbetlere
cok az etkili ya da etkisiz oldugu, fakat hippokampuste histopatolojik
degisiklikleri ©6nemli derecede inhibe ettigi gosteriimigtir. Bu durum
nefirasetamin noroprotektif etkilerinin  ndbet onleyici etkilerle iliskisiz

oldugunu gostermektedir (128).

2.6.NOROTOKSISITE VE NOROPROTEKTIVITE DENEYLERI

Sinir sisteminde noronlar ve noroglial hucreler vardir. Noronlarin farki
akson ve dentritlere sahip olmasi ve bunlar araciligi ile diger noron ve
noroglial hucreler ile haberlesmeyi saglamasidir. Dentritler ise néron yuzeyini
artirarak diger hucrelerden input almayi kolaylastirir. Noéronal hucre
membraninin yapisal komponentlerinin korunmasi igin gerekli faktorleri
ureterek, hicre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir tanesi olan myelin,
aksonun etrafini sarar. Boylelikle hicre algilama iletisim birlestirme ve
saklama iglemlerini yuUrGtir. Hucre toksik bir etkiye maruz kalirsa
perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktorlerin kaybolmasina bagli
sinapsin bozulmasi ile yozlasma baslar. Burada hasari belirleyen toksisitenin
siddet ve suresi ile kalicihgidir. Dejenerasyon sureci olusan mekanizmaya
bagh olarak hizli veya yavas gerceklesebilir (136, 137). Geciken ndrotoksik
etki, noropati target esteraz (NTA) enzim dlzeyini kultir ortaminda Olgerek
gosterilebilir (138). Herhangi bir maddenin néronda meydana getirdigi toksik
etkileri azaltan veya yok eden molekiiller igin ise noéroprotektif etkilerden s6z
edilir.

Kaltur ortami i¢in gerekli ve 6nemli sartlar vardir. Dig ortamdaki
hicreler ayni vicuttaki gibi optimal sicakhk, pH, O2 ve besinleri kultir
ortaminda higbir eksik olmadan kullanir. Kullanilan medyum plazmaya yakin
benzemektedir. inkibatér de hem sicaklik optimuma getirilirken ayni
zamanda hidcre oksijenlenmesi saglanmaktadir. Hucreler bu optimal
kosullarda kultir tabaklarinda (flask) ¢ogalirlar. Norotoksik bilesikler ise bu

surecte kritik hucresel mekanizmalari etkileyerek (aksonal transport gibi) norit
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uzamasini inhibe ederler (139). Bdylece noron diger hucreler ile temasini
saglayacak ndritlerden yoksun kalir. Bu sureci fare kaynakli néroblastoma
NB2a hucre dizininde oldukga iyi ve hassas olarak gozlemleyip Olgebiliriz.
Ancak siddetli toksik etki hicre 6limine yol acarken iIlimi veya hafif toksik
etki ise etkinin siddetine gore norit uzamasini engeller. Kiltirde néronlarin
farklilagsmasi sirecinde norit uzatma (neurite Outgrowth) fizyolojik bir suregtir
ve bu sure¢ noéronun saglikli gelistigini gosteren oldukga iyi bir indikatordur
(140). Huicreyi oldirmeyen ancak norotoksik etki gdsteren molekillerin
belirlenmesinde bu Olcum sikga kullanila gelen bir yontemdir. Norit
uzamasinin izlenmesi yeni molekullerin norotoksik aktivitelerini arastirmak
icin kullanilan bir yéntemdir. Bu inhibisyonun derecesi ile uygulanan
maddelerin norotoksik etki gucu paralellik gosterir. Norotoksik etki ¢cok guglu

ise néron 6lUmu gergeklesir.

2.6.1. Norotoksisite Tarama Testi (NTT)

Norotoksik maddelerin in vitro test tekniklerinde hicre Uzerine etkisi
selektif bir sekilde olmaktadir. Bu spesifik duyarlilik bilesigin ekstraselltler
konsantrasyonuna da bagimhdir. Genellikle ana bilesige bagh toksik etki
meydana gelmekte ise de, bazi durumlarda metabolitlerin de toksik etkileri
gorulebilir. Toksik maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin toksik etkiyi direkt
olarak etkiledigi bilinmektedir. Huicre substratum iliskisi toksik etkide dnemlidir
(141, 142, 143). in vitro ortamda néronlarin temel fonksiyonu olan nérit
uzamasl, aksonal transport gibi kritik hucresel olaylara baghdir. Norit
uzamasli, mikrotubil birlestirici protein ve noérofilament proteini gibi ndrit icin
Ozel yapisal elemanlara baglh geligir. Biyolojik, kimyasal ve cevresel toksik
maddeler norit uzamasini engeller. Norit gelistiren faktor, néronotrofik faktor
ve glial maturasyon faktorlu noérit uzamasinin gelisim surecinde rol oynarlar.
Bu nedenlerle norit uzamasinin izlenmesi yeni molekullerin noérotoksik
aktivitelerini arastirmak igin kullanilabilir (144, 145, 146, 147).

Bu calismada levetirasetam ve nefirasetamin fare néroblastoma hiicre
dizininde (NB2a) norotoksisite tarama testi ile norotoksik veya noéroprotektif

etkilerini gormek igin uygulanan konsantrasyonlarda noéronlar Gzerindeki
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etkileri, cogalma ve Olum gibi davranig mekanizmalari, in vitro olarak

arastinimistir.

2.6.2. MTT Boyama

Ik olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark.
tarafindan geligtirilen  3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid
(MTT) vyéntemi, hucre canlihginin belirlenmesi icin  sik¢ga kullanilan
kolorimetrik bir yontemdir. Deneyin esasi; formazan olusumuna bagl olarak
hicre yasayabilirliginin ~ olgulmesidir  (148). MTT, kadltur ortamindaki
mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hucrelerin kantitasyonunu saglar.
En sik kullanim alanlari; Sitokinlerin, blyime faktérlerinin  medyum
komponentlerinin hucreler Gzerine etkilerinin arastirimasi ve sitotoksik
ajanlarin etkinliginin test edilmesidir. MTT suda ¢6zunen bir tetrazolium tuzu
olup fenol kirmizisi igermeyen medium veya tuz solUsyonlarinda
hazirlandiginda sarimtirak bir solusyon olusturur. Tetrazolium halkasinin
dehidrogenaz enzimlerince parcalanmasi sonucu MTT mor renkli
¢6zunmeyen formazan’a donusur. Bu dontisum canli hidcrelerin mitokondrileri
araciligi ile olur. Olusan bu formazan izopropanol veya bagka bir ¢ézlcu
yardimi ile ¢6zinUr hale getirilir ve olugsan renk reaksiyonu spektrofotometrik
olarak okunup kantite edilir (149).

MTT, aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal rediktaz enzimi ile
formazan’a indirgenir. Olusan bu renkli ¢ozeltinin miktari 570 nm dalga
boylarinda oOlgum yapilarak hesaplanir. Bu olay sadece canh hucrelerde
gerceklesebilecedi icin bu test, hucre canhliginin Olgutu olarak guvenle
kullaniimaktadir (148).
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2.6.3. TUNEL yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Apopitotik
parcalanma sonucu DNA uglari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti
kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksinukleotidil transferaz
(TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goéreceli olarak daha duyarli bir ydntem
olarak bulunmustur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik
isaretli nukleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ
isaretleme ardindan floresan veya enzimatik goéruntileme, apopitotik
hicreleri digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak
“TdT-dUTP nick-end-labelling” sdzcuklerinin  kisaltimasi olan “TUNEL”
yontemi adiyla anilmaktadir (150, 151, 152).
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Farmakoloji Ab. D.’ da
Hucre Kalturl Laboratuvarinda tamamlanmistir.

Hucre dizini; Fare néroblastoma 2a hicreleri (NB2a)

3.1. Norotoksite Tarama Yontemi

Noéroblastoma hicreleri kultir ortaminda (flask igcinde) %5 fetal calf
serum, %5 horse serum, %1 penisilin/streptomisin solisyonu (10000
U/10mg) ve 9%0.1 gentamisin (50 mg/ml) iceren yuksek glukoz
konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve
%5 COs kosullarini saglayan etlv igcinde ¢ogaltildi (139, 140, 148).

Proliferasyon medyumu:
%5 fetal calf serum + %5 horse serum + %0.1 penisilin/streptomisin
solisyonu + gentamisin solusyonu Uzerine yuksek glukozlu DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 100ml tamamlanarak elde edildi.

Diferensiyasyon (farklilagsma) Medyumu:
%0.1 Penisilin/streptomisin solisyonu + 1 mM d-cAMP + gentamisin
solusyonu Uzerine 100 ml tamamlanacak sekilde yuksek glukozlu DMEM

ilavesi ile elde edildi.

Norotoksisite Tarama Testi

ilk giin, tim kuyucuklara 500 upl hacimde proliferasyon medyumu
icerisine her kuyucukta 15 000 hucre olacak sekilde NB2a hucresi kondu. 24
saat sonra ilk ¢ kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol) ve
geri kalan tim kuyucuklardan medyum c¢ekilerek serum icermeyen DMEM
icine dibatiril cAMP (1 mM) farkhlasma medyumu (diferensiyasyon medyumu)
eklendi. Ug kuyucuga herhangi bir madde eklenmedi (pozitif kontrol). Diger
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kuyucuklara her 3 kuyucuga bir konsantrasyon olacak sekilde 1, 3, 10, 30 ve
100 yM konsantrasyonda levetirasetam ve 1, 3, 10, 30 ve 100 pM
konsantrasyonda nefirasetam konuldu.

24 saat sonra hucreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS icinde) fikse
edildikten sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6) bekletildi.
Boyanmig 6rnekler daha sonra PBS ile yikandi. Daha sonra i1sik mikroskobu
altinda rasgele secgilen 10 farkli sahadan 100 hicredeki nérit uzunluklari
goriintll analiz sistemi ile o6lglildi. Olgulen ndrit uzunlugu degerleri %

inhibisyon ile degerlendirildi (149).

% inhibisyon: Pozitif kontrol nérit uzunlugu - ilac nérit uzunlugu x100

Pozitif kontrol nérit uzunlugu - negatif kontrol nérit uzunlugu

Klorprifos ile Olusturulan Norotoksisite Uzerine NTT

ilk giin, tim kuyucuklara 500 pl hacimde proliferasyon medyumu
icerisine her kuyucukta 16 000 hicre olacak sekilde NB2a hucresi kondu. 24
saat sonra ilk U¢ kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol),
geri kalan tum kuyucuklardan medyum c¢ekilerek serum icermeyen DMEM
icine dibatiril cAMP (1 mM) farklilasma medyumu (diferensiyasyon medyumu)
ve klorprifos 25 uM konsantrasyonlarda eklenerek noérotoksisite olusturuldu.
Her 3 kuyucuga, 1, 3, 10, 30 ve 100 yM konsantrasyonda nefirasetam ve 1,
3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonda levetirasetam kondu. Kultlr
tabagindaki G¢ kuyucuga herhangi bir madde eklenmedi (pozitif kontrol).

24 saat sonra hucreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS iginde) fikse
edildikten sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6) bekletildi.
Boyanmis drnekler daha sonra Phosphate-buffered saline (PBS) ile yikandi.
Sonra sk mikroskobu altinda rasgele secilen 10 farkh sahadan 100
hiicredeki nérit uzunluklari géruntl analiz sistemi ile 6lgtldi. Olgllen norit

uzunlugu degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi (149).
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% inhibisyon:Pozitif kontrol norit uzunlugu- ilag noérit uzunlugux100

Pozitif kontrol nérit uzunlugu- negatif kontrol nérit uzunlugu

Klorprifosun Norotoksik Etki Duzeyi

Klorprifos uygulamasi éncesinde hicre kualtirine eklenecek dozu
tespit etmek amaciyla tim kuyucuklara 500 pl hacimde proliferasyon
medyumu igerisine her kuyucukta 16 000 hlcre olacak sekilde NB2a hlcresi
kondu. 24 saat sonra ilk U¢ kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif
kontrol), geri kalan tim kuyucuklardan medyum c¢ekilerek serum igermeyen
DMEM icine dibatiril cAMP (1 mM) farklilasma medyumu (diferensiyasyon
medyumu) ve klorpirofos 10 pM, 20 uM, 25 uyM 30 pM, ve 40 uM
konsantrasyonlarda uygalandi.

24 saat sonra hucreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS icinde) fikse
edildikten sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6) bekletildi.
Boyanmis oOrnekler daha sonra PBS ile yikandi. Sonra isik mikroskobu
altinda rasgele segilen 10 farkli sahadan 100 hicre deki nérit uzunluklari
goruntl  analiz sistemi ile o&lguldi. % 100 Norit inhibisyonu yapan
konsantrasyonu arastirildi (149). En etkin en duslk konsantrasyon olarak 25
MM tespit edildi.

% inhibisyon: Pozitif kontrol nérit uzunlugu- ila¢ ndrit uzunlugux100

Pozitif kontrol nérit uzunlugu- negatif kontrol nérit uzunlugu

3.2. MTT Metabolizmasi

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor
formazan UrGnldne rediksiyonu, hiicre yasami ve proliferasyonu tahmin

etmek icin kullanilan bir yontemdir.

ilk giin, tim kuyucuklara 300 pl hacimde proliferasyon medyumu

icerisine her kuyucukta 16 000 hlcre olacak sekilde NB2a hucresi konularak
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24 saat inkUbasyona birakildi. 24 saat sonra ilk kuyucuktan baglayarak
sirasiyla negatif kontrol (proliferasyon medyumu), 1, 3, 10, 30 ve 100 uyM
konsantrasyonlarda olacak sekilde deney dizene@i olusturuldu.
Kuyucuklardan proliferasyon medyumu ¢ekilerek yerine serum igermeyen
medyum ve bu medyumda icerisinde hazirlanan dibutiril-cAMP (1 mM)
(farkllasma medyumu) eklendi. Negatif kontrol kuyucuklarina sadece
proliferasyon medyumu konuldu. Daha sonra farkh konsantrasyonlardaki
nefirasetam ve levetirasetam eklenerek 24 saat inkibasyona birakildi.
Ucglinc glin, nefirasetam ve levetirasetam igeren farklilasma medyumlari
cekilerek hucrelerden uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 100 pl taze medyum
konuldu ve Uzerine 10 pl 12 mM MTT stok solusyonundan eklendi.
inkiibatérde 4 saat 37C°de bekletildi. inkubasyon sonrasi MTT iceren
medyum pipetle cekilerek uzaklastirildi. Hacrelere 50 pl DMSO (DMSO,
A3672, Darmstadt, Germany) eklendi, oda i1sisinda 10 dk sureyle bekletildi.
Absorbans 570 nm’de dalga boyu segicisi sistemli mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede (ELx800UV, BioTek) tespit edildi. Her deney 3 kez
tekrarlandi. Kontrol grubuna gore Olgllen absorbanslar karsilastirilarak
kimyasal verilen gruplardaki yasam ve proliferasyon hakkinda bilgi edinildi
(149).

3.3. TUNEL Boyamasi

Apopitotik hlcre o6lumunun belirlenmesinde Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore, USA) boyama yontemi
kullanildi. Hucreler her bir kuyucuga yaklasik 45.000 hucre/kuyucuk olacak
sekilde ekilerek 24 saat inkibe edildi. Ertesi gin hicrelere farkl
konsantrasyonlarda levetirasetam ve nefirasetam uygulanarak 24 saat
bekletildi. 24 saat sonra hucrelere %4’luk paraformaldehid solusyonu ile 30
dk fiksasyon islemi uygulandi.

Arkasindan 6nce distile su ile 3 defa sonra 5’er dakika ara ile 3 kez
PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra PBS ile 1/500 oraninda dilue
edilen 20-pg/ml Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika uygulandi. 5’'ser dakika 3 kez
PBS ile yikamayi takiben 5 dk %3’luk hidrojen peroksit ile muamele edildikten
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sonra yeniden 5'ser dakika 3 kez PBS ile oda isisinda yikandi. Ornekler 5 dk
Equilibration buffer ile oda isisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli
atmosferik ortamda 37°C de 1 saat plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde
bekletildi. Sure bitiminde Stop Wash Buffer ile 10 dk bekletildikten sonra
Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati ile 30 dk muamele edilen drnekler 5’ser
dakika 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama
yapildi, birkag kez distile su ile yikandi.

Artalan boyamasi Mayer's Hematoksileni ile yapildi (Tablo 1). Kor
yontemle TUNEL pozitif hicreler saptandi. Daha sonra istatiksel olarak

gruplar degerlendirildi.
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Tablo 1: TUNEL Boyama Protokolu

ISLEM MADDE SURE
FIKSASYON %4’ LUK 30 DAKIKA
PARAFORMALDEHIT
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PROTEINAZ-K (37°C 1 SAAT
etlvde)
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
EQUILIBRATION BUFFER 10 SANIYE
ENZIM Tdt ENZIMI (37°C etiivde) 1 SAAT
STOP WASH BUFFER 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x1 DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN PEROKSIDAZ KONJUGATI 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidin) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’'S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA KAPATMA MEDYUMU
3.4. istatistik

Veriler ortalama tStandart hata ile belirtildi. Birden ¢ok grubun olmasi
nedeni ile tek yonlu varyans analizi (ANOVA ) ve Tukey’s B ile degerlendirildi.

P< 0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Norotoksisite Tarama Testi Sonuglari

Fare kaynakh Noroblastoma hucreleri (NB2a), kultir ortaminda
levetirasetam ve nefirasetamin 1, 3, 10, 30 ve 100 pM dozlari ile muamele
edildi. Her bir doz icin Ug tekrarli yapilan ¢alismamizda resim 1’de ornegi
goruldugu gibi her érnekten rastgele segilen 20 sahada 100 hlcrenin norit

uzunluklari saptandi.

Resim 1: d-cAMP ile farklilagtirlan NB2a Kultir Hlcresi goruntisu
x400

Yapilan NTT ile NB2a hucrelerinin norit uzunluklari hesaplandi. Bu
Olgimler sonrasinda her iki ilacin tim konsantrasyonlarda iliml nérotoksik
etkileri goértlmedi. Sadece 30 ve 100 pM konsantrasyonlarda norit
uzamasinda hafif bir azalma goéruldiyse de bu istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05).

Cahsmamizin 2. Boliminde ise klorprifos uygulanarak NB2a
hucrelerinde ndrotoksisite olusturuldu (resim 2). Her iki ilag degisik
konsantrasyonlarda kultir tabagina eklendi. Klorprifos eklenerek yapilan NTT
1 ve 3 uM konsantrasyonlarda sirasiyla levetirasetamda % 98 ve % 87

oraninda inhibisyon saptandi (p<0.001). Ayni sekilde nefirasetam igin de
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Ozellikle 1 ve 3 puM konsantrasyonlarda ileri derecede norit inhibisyonu
gorulda. Sirasiyla % 96 ve % 80 oranlarinda nérit inhibisyonu yaptigi goralda.
Her iki bilesigin 10 uM konsantrasyonlarindan itibaren ndrit inhibisyonunu
azalttigr ve noroprotektif etki gosterdigi tespit edildi. Levetirasetam 10 uyM
konsantrasyonunda %40, 30 uM konsantrasyonlarinda %22 ve 100 uM
konsatrayonlarinda ise %5 oraninda noérit inhbisyonuna yol actigi bulundu.
kaltur ortaminda klorprifos ile azalan noérit inhibisyonu nefirasetamin 10 yM
konsantrasyonunda %50, 30 uM konsatrasyonlarinda %38 ve 100 pM

konsatrayonlarinda ise %25 oraninda ndrit inhbisyonuna yol a¢tigi bulundu.

Ozellikle klorprifos ile norotoksisite olusturulan NB2a hiicrelerinde her
iki ilacin 10 pyM konsantrasyonlarindan itibaren nérit inhibisyonunu azalttigi
gorildi. Ozellikle levetirasetam 30 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
klorprifos ile olusturulan ilimh nérotoksik etkiyi geriye geviriken nefirasetam
uygulamasinda bu etki ancak 100 uM konsantrasyonda goérulmustir. (Grafik
1,2,3)

Resim 2: 25 puM klorprifos konsantrasyonu ile NB2a hicrelerinde

olusturulan noérit uzamasinin inhibisyonu goruntusu x400.
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Resim 3: 25 uM Klorprifos konsantrasyonu ile NB2a hicrelerinde
olusturulan noérit uzamasi inhibisyonunun 30 pM  konsantrasyonda
levetirasetam ile geri dondurilmesi gorinttisu x400.

Resim 4: 25 uM Kklorprifos konsantrasyonu ile NB2a hicrelerinde
olusturulan ndérit uzamasi inhibisyonunun 30 pM  konsantrasyonda

nefirasetam ile geri donduriimesi goéruntisu x400.

66



~N
(2}
I

w1
o
I

MTT Metabolizmasi
% Kontrol + SH

N
(2]
|

T

Kontrol 1pyM 3puM 10puM 30pM 100 1pM 3puM 10uM 30upuM 100
UM uM

Nefirasetam Levetirasetam

Grafik 1: NB2a hucrelerinde ilaglarin farkli konsantrasyonlarinda norit

inhibisyonu Uzerine etkisi. p>0.05
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Grafik 2: NB2a hucrelerinde nefirasetamin farkli konsantrasyonlarinda
norit inhibisyonu Uzerine etkisi. p>0.05
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Grafik 3: NB2a hicrelerinde levetiresetamin farkli konsantrasyonlarinda

norit inhibisyonu Gzerine etkisi. p>0.05
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Grafik 4: 25 yM konsantrasyonda klorprifos uygulanan NB2a hicreleri
uzerine levetiresetamin farkli konsantrasyonlarindaki nérit inhibisyonuna
etkisi. ***p<0.001, *p<0.05
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Grafik 5: 25 pyM konsantrasyonda klorprifos uygulanan NB2a hcreleri
uzerine nefiresetamin farkli konsantrasyonlarindaki nérit inhibisyonuna etkisi.
***p<0.001, *p<0.05

4.2. MTT Metabolizmasi Sonuglari

Noroblastoma hucreleri levetirasetam ve nefirasetamin 1, 3, 10, 30 ve
100 pM dozlar ile muamele edildikten sonra inkiube edilerek ilag
uygulanmayan bir kontrol grubu ile kiyaslanmak tUzere MTT olgimu yapildi.
Bu yontem ile uyguladigimiz ilaglarin NB2a hucrelerin hlcre ¢ogalmasi
Uzerine olasi etkileri gézlenmeye caligildi. Ug tekrar yapilan dlgiimlerde farkli
konsantrasyonlarda uyguladigimiz her iki ilacin hlcre ¢ogalmasi Uzerinde

anlaml bir etkiye sahip olmadiklari saptandi (p>0,05). (Grafik 7, 8 ,9)
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Grafik 6: Her iki ilacin farkli konsantrasyonlarinda MTT metabolizmasi
uzerine etkileri, p>0.05.
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Grafik 7: Nefirasetamin farkli konsantrasyonlarinda MTT metabolizmasi
uzerine etkileri, p>0.05.
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Grafik 8: Levetirasetamin farkli konsantrasyonlarinda MTT metabolizmasi

uzerine etkileri, p>0.05.

4.3. TUNEL Boyama Sonuglari

Norolastoma hicre hatti ile levetirasetamin ve nefirasetamin 30 ve
100 puM dozlarn ile Ug¢ tekrar halinde TUNEL boyamasi yapildi. Yapilan
boyamalarda ilaglarin 2 farkli konsantrasyonunda toksik ve apopitotik etkileri
g6zlenmeye calisildi. Yapilan boyamalardan elde edilen gozlemlerde gelisen
ndéroblastoma hicrelerinin saglikli oldugu goéruldu. Saglikli gelisen ve yapisan
bu hdcrelerin norit uzattiklari da goézlendi. Gdéruntilenen NB2a hicreleri
saglikli ve yapisan az miktarda norit uzatmig hacreler olup toksik etki ve

apopitoz gézlemlenmedi.

Fare kaynakll noéroblastoma hicreler Uzerinde levetirasetam ve
nefirasetamin uygulanan 2 farkli dozunda TUNEL pozitif boyanan hucrelerin
sayisi apopitotik indeks olarak hesaplandi. Levetirasetam ve nefirasetam igin
30 ve 100 uM dozlan ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark gorilmedi.(p>0.05) .
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Resim 5. ilac uygulama sonrasi TUNEL boyamasi gérintiileri.
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5. TARTISMA

Levetirasetam tUum dunyada jeneralize epilepsilerin tedavisinde
kullanilan antiepileptik ilaglardan biridir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde
levetirasetam yalnizca parsiyel baslangigli epilepside ek tedavi ilaci olarak
onay almistir. Ulkemizde ise miyoklonik nébetlerde ilave tedavi olarak ve
sekonder jeneralize olan ya da olmayan parsiyel baslangi¢cli ndbetlerin
tedavisinde kullanilir. Levetirasetam Pirasetam’in etil analogunun S-
enantiomeridir. Levetirasetam vlcutta degismeden bdbreklerden atilir.
Hastalarin gogunun 1000 mg/gin dozda ndébetlerinin olmadidi gosterilmistir
ve bu dozdaki plazma degeri 6,524 ug/mL Olgulmustir (114).
Levetirasetamin SV2A proteinine baglanarak etki ettigi dusinilmektedir
(118). In vitro ¢alismalarda N-tipi ylksek voltajli aktive kalsiyum kanallarini
kismi olarak kapatarak hicre i¢i depolardan kalsiyumu azaltarak etki ettigi de
gOsterilmistir. Ayni zamanda GABA ve glisin ile dizenlenen akimlardaki

azalmayi kismen tersine gevirebildigini belirten yayinlar da vardir (118).

Levetirasetamla yapilan hayvan g¢alismalarinda ndbetleri kontrol altina
almasinin yaninda noéronlari koruyucu etkisinin de olabilecegi bildirilmistir
(122). Levetirasetamin erigkin siganlarda pilokarpinin indUkledigi ndbetlerde
hipokampUste lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azalttig

gOsterilmistir (124).

Levetirasetamin epilepsi tedavisi igin kullanilan dozunun birka¢ kat
ustinde dahi néronlarin  6lumine neden olmadigi ve bu durumun
fenobarbital, fenitoin, valproat gibi geleneksel antiepileptik ilaglara gore
onemli bir Ustinlik oldugu ileri sturdlmustir (125). Bizim ¢alismamizda da
levetirasetam NB2a hicrelerinde ndrotoksisite tarama testinde norit
inhibisyonu yapmamistir. Ayrica MTT testinde de kontrole gore ilag
uyguladigimiz hdcrelerimizde huacre proliferasyonunda anlamli  bir fark
olmamigstir. Bu durum GABA ve glutamat Uzerinden yaptidi olumlu etkiler ile
veya levetirasetamin genetik transkripsiyon mekanizmalarini dizenleyerek

direk noroprotektif etkiler gosterdigi hipotezi ile agiklanabilir.
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Kim ve ark. yaptiklar bir galismada status epileptikus olusturulan
yenidogan siganlarda levetirasetamin yUksek dozlarda beyin dokusunda
apopitozu 6nledigi histopatolojik olarak gosterilmigtir (125). Calismamizda 30
ve 100 uM konsantrasyonlarda uygulandiinda apopitotik hilicre sayisinda
herhangi bir artisa neden olmadigini saptadik. Levetirasetamin bu etkiyi
histon deasetilaz inhibitorleri gibi apopitoz i¢cin O6nemli genlerin

ekspresyonunu duzenleyerek yapabildigini dUsunmekteyiz.

Levetirasetamin sinaptik vezikul proteini 2A’'ya (SV2A) baglanarak
etkisini gosterdigi de iddia edilmektedir (118). N&éronda SV2A proteinine
baglanarak, vezikilden glutamat salinimini engelledidi bdylece néronprotektif
etkiki gosterdigi dusunulmektedir. Bizim c¢alismamizda da ndron koruyucu
etkilerini glutamat salinimi engelleyerek ve antiapopitotik mekanizmalar ile
hem 1limh hemde hucre o6lumlerine neden olabilen norotoksik etkiyi geri
cevirdigini disundik. Nefirasetam da levetirasetam gibi néronlari korudugu
ancak ona gore etkisinin daha dusik oldugunu gorduk. Nefirasetamin
koruyucu etkisisinin ise  GABA duzeyini artirici etkisi ile olabilecegini

ongormekteyiz.

Nefirasetam kognitif duzenleyici etkiler gésteren bir bagka pirolidon
turevi antiepileptik bir ilagtir. Nefirasetam [N-(2,6-dimethylphenyl)-2-(2-oxo-1-
pyrrolidinyl) acetamide, DM-9384] gunumuzde pirolidon tlrevi nootropik
ajanlar icinde Alzheimer hastaligi ile iligkili ya da serebrovaskuler hastaliklara
sekonder gelisen demansin tedavisi i¢inde kullaniimaktadir. Yapilan
deneysel calismalarda birgok hayvan modelinde kognisyon-artirici etkiler
gosterdigi belirtiimektedir. Elektrofizyolojik ve noérokimyasal c¢alismalarda
nefirasetamin N/L-tip Ca*? kanallarini ve kolinerjik, monoaminerjik ve g-
aminobutirik asit (GABA)-erjik sistemleri aktive ettigini gdstermistir Bu
mekanizmalar aracihdi ile antiepileptik ve kognitif fonksiyonlarda iyilesmeye

neden oldugu bildirilmistir(128).

Nootropik bir ilag olarak nefirasetamin normal ve beyin hasarl
hayvanlarda 6grenme ve bellek artirici etkileri bazi yayinlarda gdstermistir.

Bu yayinlarin esliginde o6zellikle inme ve Alzheimer kaynakli demansin
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progresyonunun engellenmesi amaciyla bu hastaliklarin tedavisinde
kullaniimak Gzere klinik calismalarin baslamasina sebep olmustur (127).
Yaptigimiz calismada nefirasetamin nérit uzamasina etkisi kontrol grubundan
istatistiksel olarak farkli degildi. Kontrol grubuna benzer dizeyde hicre
proliferasyonu saptandi ve apopitotik hicre sayisinda fark gortulmedi.
Nefirasetamin bu olumlu etkisini néronlarin L ve N tipi Ca*? kanallarinin
aktivasyonu vasitasiyla noéroprotektif etki ile saglayabildigi seklinde
aciklayabiliriz. Nefirasetamin antiapopitotik etkisi kalsiyum kanallarini geri
donusllu olarak inhibe ederek hicrelerde apopitoz gelisimini dnleyebilmesi

uzerinden olabilir (134).

Organofosfatli bilegikler dunya ¢capinda tarim sektorinde yaygin olarak
kullanilan ilaglardir. En sik kullanilan tirleri diazinon, malathion, klorprifos
grubudur. Ulkemizde de yaygin olarak kullanilan bu ajanlardan her yil diinya
genelinde bir milyon kaza ile zehirlenme, iki milyon intihar amacli zehirlenme
gorulmekte ve sonugta yaklasik 100000 kisi hayatini kaybetmektedir. Bu

nedenle dnemli bir saglik sorunu yaratmaktadirlar.

Klorprifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate],
bahge, tarim ve orman zararllarina kargi yaygin olarak kullanilan dolayisi ile
insanlarin sikga maruz kaldigr organofosfatli bir insektisittir (101). Klorprifos
bir kolinesteraz inhibitoradir. Genel olarak insektisit olarak bdcekleri telef
etmek amaciyla kullanilir. insektisid olarak uygulamasi sirasinda memeliler
uzerine de toksik etkilere neden olur. Tarimsal amagh kullanimlarinda
genellikle insanlarda uygulama sirasinda veya kaza ile alindiginda toksik
etkiler ozellikle de noérotoksik etki gostermektedir. Bu nedenlerle hem akut

hemde kronik toksik etkileri insanlarda sikga gézlenmektedir.

Klorprifosun kolinesteraz inhibisyonundan bagimsiz olarak kendisinin
norotoksisite olusturduguna dair bulgular bulunmaktadir. Cesitli deney
hayvanlari ve hicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda klorprifosun gelisimsel
norotoksik etkilere sahip oldugu gdsterilmigstir (107). Klorprifosun gelisimsel
ndrotoksik etkisinin asetilkolinesteraz inhibisyonu araciligiyla olmayabilecegi

yapilan bazi ¢alismalarinda kolinerjik reseptor antagonistleri uygulandiginda
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olusan bu norotoksik etkiyi geri donduremedikleri gérulmustur. (110). Bazi in
vivo ve in vitro c¢alismalar ile de ilacin bu etkisinin kolinesteraz
inhibisyonundan bagimsiz olduguna dair sonuglar elde edilmistir. Das ve
Barone yaptiklari bir calismada klorprifosun PC12 hucre hattinda ndrit
uzamasini asetilkolinesteraz inhibisyonu olmadan da inhibe ettigini
goOstermiglerdir (111). Bu nedenle Amerika’da Cevre Koruma Ajansi'nin
klorprifos kullanimini sinirlamasina sebep olmustur (108). Carr ve arkadaslari
organofosfat ve karbamatlarin alternatif kolinerjik mekanizmalari olarak
serotonerjik, dopaminerjik ve endokannabinoid yollaklari ya da sistemleri
etkileyerek veya sistemlerde dedgisiklikler yaparak norotoksik etkiye katkida
bulunuyor olabilecegini belirtmiglerdir (79). Ayrica klorprifosun ndéronal
proliferasyonu inhibe ettigine (109, 111, 144) ve kognitif fonksiyonlari
bozduguna dair bir gok galisma bulunmaktadir (107, 108).

Klorprifosun noronlarda meydana getirdigi hasar sonrasinda norit
uzamasinin durmasi ile birlikte hicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
bununla birlikte nekrotik ve apoptotik sureclerin basladigi tespit edilmistir.
Klorprifosa maruz kalan kisilerde norotoksik etkiler sikga gorulmektedir. Bu
nedenle klorprifosa maruz kalip ndrotoksisite gorilen kisilerde tedavi
olanaklari da pek bulunmamaktadir. Bu durum 6nemli saglik sorunlarini

beraberinde getirmektedir.

Bircok calismada 25 pM konsantrasyonunda uygulanan klorprifosun
noroblastoma veya diger noral doku hucre hattinda ilimh norotoksik etkinin
bir gostergesi olan noérit uzamasinin inhibisyonuna neden oldugu ortaya
konmustur (111, 144). Bizim ¢alismamizda da fare kaynakli néroblastoma
hicre hatti olan NB2a hicre dizini kullaniimistir. Klorprifosun etkili
konsantrasyonu olarak 25 pM konsantrasyonu tespit ederek NB2a dizin
hiicrelerine bu konsantrasyonda klorprifos uygulandigimizda hcrelerin norit

uzatmasini tamamen inhibe ettigi saptandi (Resim 6).
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Resim 6: 25 uM klorprifos konsantrasyonu ile NB2a hicrelerinde

olusturulan nérit uzamasinin inhibisyonu goéruntist x400.

Organofosfat ve karbamatlarin akut ndérotoksisite olusturmasinda
klasik asetilkolinesterazin inhibe edilmesi onemli bir mekanizmasi oldugu
dusundlmektedir (144). Bu durum gelisimsel norotoksik etkileri oksidatif
stresin indiklenmesi ve DNA sentezinin 6nlenmesi ile de miUmkin olabilir
(112). Bu bulgular bizim ¢alismamiz ile uyumludur.

Klorprifos uygulayarak olusturdugumuz ilimh noérotoksik etkinin geri
donustaralip  donusturdlemedigini saptamak  amaciyla  deneylerde
levetirasetam ve nefirasetam degisik konsantrasyonlarda uygulanmigtir.
Levetirasetam ve nefirasetamin her ikisinin de 10 yM konsantrasyondan
itibaren doz bagiml olarak hicrelerde klorprifosun tek basina uygulandiginda
ortaya c¢ikan ilimli nérotoksik etkiyi geriye cevirdigi, levetirasetamin 100 yM
konsantrasyonda ise bu norotoksik etkiyi tamamen ortadan kaldirdigr ve
NB2a hucreleri korudugu gézlemlendi. Daha 6nce klorprifos uygulanarak
toksik etki olusturulduktan sonra levetirasetam ve nefirasetam uygulamasinin

toksik etkiyi engelledigini gosteren bir calismaya literatirde rastlaniimadi.
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6. SONUG VE ONERILER

Sonug¢ olarak c¢alismamizda her iki ilacin antiepileptik etkilerinin
disinda kullanildigi NB2a hucrelerinde herhangi bir sekilde ihmlh veya ciddi
toksik etki gostermedigi saptandi. Hucrelerimizde klorprifos ile olusturulan
ihmli norotoksik etkinin, bu ilaglarin yiksek konsantrasyonlarinin geriye
cevirebildigini ve bdylece bu iki ilacin néroprotektif etkilerinin olabilecegini
ongormekteyiz. Bununla birlikte kullandigimiz yontem, akut toksisite Uzerine
ilaglarin etkisini gosteren bir yontemdir. Bu yontem kronik toksisite
durumlarinda ilaglarin nasil bir etkisi olacagini gostermedigi igin kronik
toksisite Uzerine etkilerinin de sonraki calimalarla arastirilmahdir. Bizim
bulgularimiz daha sonra yapilacak ileri duzey c¢alismalar ile desteklenirse
onemli bir halk saghgdi sorununu da ¢bzume kavusacaktir. Boylece birgok
organafosfat toksisitesine maruz kalmis veya benzeri problem yasayan
kisilerin sagliklarina kavusabilme olanagi saglanabilecektir. Bununla beraber
halen antiepileptik ve nootropik olarak regete edilen bu ilaglarin norotoksik
etkilerinin olmadigi, aksine noroprotektif etkiler gosterdiklerine dair literatr
bilgisine katki saglanmigtir. Ancak bu caligmanin in vitro ortamda olmasi
nedeniyle in vivo ortamda nasil bir etki olacagli konusunun ya da diger
hiacreler Uzerindeki etkilerinin  arastirilarak elde ettigimiz bulgularin

desteklenmesi gerekmektedir.
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7. OZET

Levetirasetam ve Nefirasetamin NB2a Hiicre Kiiltiir Hattindaki
Etkileri

Bu projenin amaci, Rasetam grubu igerisinde yer alan 2 antiepileptik ilag
levetirasetam ve nefirasetamin fare ndéroblastoma hatti (NB2a) kanser hicre

dizininde olasi nérotoksik veya noroprotektif etkilerinin arastirilmasidir.

Son yillarda vyash bireylerin sayisinin giderek artmasiyla birlikte
ndrodejeneratif hastaliklarda da bir artis s6z konusudur. Bu hastaliklarin
tedavisi genellikle semptomatiktir. Ancak hastaligin progresyonu devam eder.
Bu nedenle yeni ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Rasetam grubu igerisinde yer
alan; levetirasetam ve nefirasetam bu amacla kulanilabilecek yeni ilaglardan

olabilir.

Levetirasetam ve nefirasetam bazi c¢alismalarda ndéroprotektif
bazilarinda ise az da olsa ndrotoksik etkisi olabilecedi bildiriimektedir.
Calismamizda ilk olarak bu ilaglarin norotoksik etkileri olup olmadigi fare
kaynakh Noroblastoma (NB2a) dizin hucrelerinde arastirildi. Bu amagla
ilaglarin  toksik etkileri Norotoksisite Tarama Testi (NTT) ile, apopitotik
etkileri TUNEL ydntemi ile ve hicre canhlik testi MTT yontemi ile incelendi.
NTT testinde 1limh norotoksik etkileri saptanmadi. Norotoksik etkili klorprifos
ile NB2a hucreleri kultur ortaminda noérotoksisite olusturularak levetirasetam
ve nefirasetamin noroprotektif etkileri ylksek konsantrasyonlarda

gozlemlendi.

Bu koruyucu etki sikgca gérmeye basladidimiz organafosfat
toksisitesine maruz kalmis veya benzeri nérodejeneratif problemler yasayan
Kisilerin sagliklarina kavusabilme olanadi saglayabilecektir. Bdylece
noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde o6nemli bir halk saglhdi sorunu
ortadan kaldirilabilecektir.
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Anahtar Kelimeler : Norotoksisite, in vitro, levetirasetam, nefirasetam,
NB2a, MTT, noroprotektif, klorprifos
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8. SUMMARY

Effects of Levetiracetam and Nefirasetam on the NB2a Cell Culture

Line

The aim of this project is to investigate possible neurotoxic or
neuroprotective effects of two antiepileptic drugs levetiracetam and
nefiracetam, members of racetam group, on mouse neuroblastoma cancer
cell lines (NB2a).

Physicians diagnose neurodegenerative diseases more often in recent
years, mainly due to the increase in the number of elderly people.
Treatments of these diseases are usually symptomatic and diseases usually
progress. Therefore, new medications are required. Among the rasetam
group, levetiracetam and nefiracetam are newly-developed drugs that can
be used for this purpose.

Levetiracetam and nefiracetam have been reported to be
neuroprotective by some researchers while others argued that they may have
slight neurotoxic effects. In the present study, we examined whether these
drugs have neurotoxic effects using neuroblastoma cell line of mouse origin
(NB2a). For this aim, the toxic effects and apoptotic effects of the drugs have
been tested by Neurotoxicity Screening Test (NST) and TUNEL method and
MTT cell viability test, respectively. There were no moderate neurotoxic
effects on NTT test. in NB2a cell culture neurotoxicity was induced by
chlorpyrifos which has neurotoxic properties and neuroprotective effects of
levetiracetam and nefiracetam was observed at high concentrations.

This protective effect may provide help patients with neurodegenerative
problems or those who are exposed to organophosphate toxicity. By this way
neurodegenerative diseases, which is a significant health issue can be
eliminated.

Keywords : Neurotoxicity, in vitro, levetiracetam, nefiracetam, NB2a,
MTT, neuroprotective, chlorpyrifos

82



9. KAYNAKLAR

10.

11.

Keierszenbaum, A. L., 2006. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi, Palme
Yayincilik. Ankara.18.

Kandel E., Schwartz J. H., Jessell T. M., 2000. Principles of Neural
Science. 4 edition. McGraw-Hill, Health Professions Division. 1414.

Oztirk G., 1999. Axonal regeneration and expression of neuropeptides
and neurofilaments in primary sensory neurons in vitro.(doktora tezi).
University of London, Physiology Department Biomedical Sciences

Division King’s College London, London.

Weitz B., 1998. Atlas der Anatomie. Organsysteme und Strukturen .
Augsburg, Almanya.

Setou M., Hayasaka T., Yao |., 2003. Axonal transport versus dendritic
transport. J. Neurobiol., 58(2):201-6.

Hoffman P.N., Griffin J.W., Price D.L., 1984. Control of axonal caliber
by neurofilament transport. J. Cell Biol., 99(2):705-14.

Schlaepfer WW., 1987. Neurofilaments: structure, metabolism and

implications in disease. J. Neuropathol Exp Neurol., 46(2): 117-29.

Stephens R.E., Edds K.T., 1976. Microtubules: structure, chemistry,
and function. Physiol. Rev., 56(4):709-77.

Schwab M., Thoenen H., 1977. Retrograde axonal and transsynaptic
transport of macromolecules: physiological and pathophysiological
importance. Agents Actions., 7(3):361-8.

Hirokawa N., 1998. Kinesin and dynein superfamily proteins and the

mechanism of organelle transport. Science, 279:519-526.

Jaquet J.B., Luijsterburg A.J., Kalmijn S., Kuypers P.D., Hofman A.,
Hovius S.E., 2001. Median, ulnar and combined median—ulnar nerve

83



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

injuries: functional outcome and return to productivity. J. Trauma, 51:
687-692.

Rosberg H.E., Carlsson K.S., Dahlin L.B., 2005. Prospective study of
patients with injuries to the hand and forearm: costs, function, and
general health. Scand. J. Plast. Reconstr. Surg. Hand Surg. 39: 360—
369.

Fu Y.S., Gordon T., 1997. The cellular and molecular basis of periferal
nerve regeneration. Molecular Neurobiology. 14(1): 67-116.

Navarro X., Vivo M., Valero-Cabre A., 2007. Neural plasticity after
periferal nerve injury and regeneration. Progress Neurobiology. (4):
163-201.

Reyes O., Sosa I., Kuffler D.P., 2005. Promoting neurological recovery
following a traumatic peripheral nerve injury. P. R. Health Sci. J., 24:
215-223.

Kaas J.H., 1991. Plasticity of sensory and motor maps in adult
mammals. Annu. Rev. Neurosci. 14: 137-167.

Wall J.T., Xu J., Wang X., 2002. Human brain plasticity: an emerging
view of the multiple substrates and mechanisms that cause cortical
changes and related sensory dysfunctions after injuries of sensory
inputs from the body. Brain Res. Rev., 39:181-215.

Kaas J.H., Collins C.E., 2003. Anatomic and functional reorganization of
somatosensory cortex in mature primates after peripheral nerve and

spinal cord injury. Adv. Neurol., 93: 87-95.

Arvidsson J., Ygge J., Grant G., 1986. Cell loss in lumbar dorsal root
ganglia and transganglionic degeneration after sciatic nerve resection in
the rat. Brain Res., 373:15-21.

84



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Ygge J., 1989. Neuronal loss in lumbar dorsal root ganglia after
proximal compared to distal sciatic nerve resection: a quantitative study
in the rat. Brain Res., 478:193-195.

Vestergaard S., Tandrup T., Jakobsen J., 1997. Effect of permanent
axotomy on number and volume of dorsal root ganglion cell bodies. J.
Comp. Neurol., 388: 307-312.

Groves M.J., An S.F., Giornetto B., Scaravilli F., 1999. Inhibition of
sensory neuron apoptosis and prevention of loss by NT-3 administration
following axotomy. Exp. Neurol., 155: 284-294.

Tandrup T., Woolf C.J., Coggeshall R.E., 2000. Delayed loss of small
dorsal rootgangl ion cells after transection of the rat sciatic nerve. J.
Comp. Neurol., 422:172-180.

Beuche W., Friede R.L., 1986. Myelin phagocytosis in Wallerian
degeneration of peripheral nerves depends on silica-sensitive bg/bg
negative and Fc-positive monocytes. Brain Res., 378:97-106.

Perry V. H., Brown M.C., 1992. Macrophages and nerve regeneration.
Curr. Opin. Neurobiol., 2: 679-682.

Stoll G., Muller HW., 1999. Nerve injury, axonal degeneration and
neural regeneration. Basic Insights Brain Pathol., 9: 313-325.

Hilliard A.M., 2009. Axonal degeneration and regeneration: a
mechanistic tug of war. Journal of Neurochemistry, 108:23-32.

Coleman M., 2005. Axon degeneration mechanisms: Commonality amid
diversity. Nature, 6:889-898.

Conforti L., Adalbert R., Coleman M. P., 2007. Neuronal death: where
does the end begin? Trends Neurosci., 30:159-166.

85



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Navarro X., Vivo M., Valero-Cabre A., 2007. Neural plasticity after
periferal nerve injury and regeneration. Progress Neurobiology. (4):
163-201.

Lunn E.R., Perry V.H., Brown M.C., Rosen H., Gordon S., 1989.
Absence of Wallerian degeneration does not hinder regeneration in
peripheral nerve. Eur. J. Neurosci., 1:27-33.

Kerschensteiner, M., M.E. Schwab, J.W. Lichtman, and T. Misgeld.
2005. In vivo imaging of axonal degeneration and regeneration in the
injured spinal cord. Nat. Med. 11:572-577.
http://dx.doi.org/10.1038/nm1229.

Tsao, J.W., M.C. Brown, M.J. Carden, W.G. McLean, and V.H. Perry.
1994. Loss of the compound action potential: an electrophysiological,
biochemical and morphological study of early events in axonal
degeneration in the C57BL/Ola mouse. Eur. J. Neurosci. 6:516-524.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.1994.tb00295.

Lubinska, L. 1982. Patterns of Wallerian degeneration of myelinated
fibres in short and long peripheral stumps and in isolated segments of
rat phrenic nerve. Interpretation of the role of axoplasmic flow of the
trophic factor. Brain Res. 233:227-240. http://dx.doi.org/10.1016/0006-
8993(82)91199-4

Griffin, J.W., E.B. George, S.T. Hsiesh, and J.D. Glass. 1995. Axonal
degeneration and disorders of the axonal cytoskeleton. In The Axon:
Structure, Function and Pathophysiology. S.G. Waxman, J.D. Kocsis,
P.K. Sytys, editors. Oxford University Press, NY. 3750-3790.

Glass, J.D., T.M. Brushart, E.B. George, and J.W. Giriffin. 1998.
Prolonged survival of transected nerve fibres in C57BL/Ola mice is an
intrinsic characteristic of the axon. J. Neurocytol. 22:311-321.
http://dx.doi.org/10.1007/BF01195555

86



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Araki, T., Y. Sasaki, and J. Milbrandt. 2004. Increased nuclear NAD
biosynthesis and SIRT1 activation prevent axonal degeneration.
Science. 305:1010-1013. http://dx.doi.org/10.1126/ science.1098014

Wang, J., Q. Zhai, Y. Chen, E. Lin, W. Gu, M.W. McBurney, and Z. He.
2005. A local mechanism mediates NAD-dependent protection of axon
degeneration. J. Cell Biol. 170:349-355.
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.200504028

Lubinska, L. 1977. Early course of Wallerian degeneration in myelinated
fibores of the rat phrenic nerve. Brain Res. 130:47-63.
http://dx.doi.org/10.1016/0006-8993(77)90841-1

George, R., and J.W. Griffin. 1994. Delayed macrophage responses
and myelin clearance during Wallerian degeneration in the central
nervous system: the dorsal radiculotomy model. Exp. Neurol. 129:225—
236. http://dx.doi.org/10.1006/exnr.1994.1164

George, E.B., J.D. Glass, and J.W. Giriffin. 1995. Axotomy-induced
axonal degeneration is mediated by calcium influx through ion-specific
channels. J. Neurosci. 15:6445-6452.

Tsao, J.W., E.B. George, and J.W. Giriffin. 1999. Temperature
modulation reveals three distinct stages of Wallerian degeneration. J.
Neurosci.19:4718—-4726.

Conforti, L., A. Tarlton, T.G. Mack, W. Mi, E.A. Buckmaster, D. Wagner,
V.H. Perry, and M.P. Coleman. 2000. A Ufd2/D4Colele chimeric
protein and overexpression of Rbp7 in the slow Wallerian degeneration
(WIdS) mouse. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97:11377-11382.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.97.21.11377

Stirling, D.P., and P.K. Stys. 2010. Mechanisms of axonal injury:
internodal nanocomplexes and calcium deregulation. Trends Mol. Med.
16:160—170. http://dx.doi.org/10.1016/ .molmed.2010.02.002

87



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Verkhratsky, A. 2005. Physiology and pathophysiology of the calcium
store in the endoplasmic reticulum of neurons. Physiol. Rev. 85:201—
279. http://dx.doi.org/10.1152/physrev.00004.2004

Kirichok, Y., G. Krapivinsky, and D.E. Clapham. 2004. The
mitochondrial calcium uniporter is a highly selective ion channel.
Nature. 427:360-364.http://dx.doi.org/10.1038/nature02246

Perocchi, F., V.M. Gohil, H.S. Girgis, X.R. Bao, J.E. McCombs, A.E.
Palmer, and V.K. Mootha. 2010. MICU1 encodes a mitochondrial EF
hand protein required for Ca(2+) uptake. Nature. 467:291-296.
http://dx.doi.org/10.1038/nature09358

Ouardouz, M., M.A. Nikolaeva, E. Coderre, G.W. Zamponi, J.E.
McRory, B.D. Trapp, X. Yin, W. Wang, J. Woulfe, and P.K. Stys. 2003.
Depolarizationinduced Ca2+ release in ischemic spinal cord white
matter involves L-type Ca2+ channel activation of ryanodine receptors.
Neuron. 40:53-63.http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2003.08.016

Nikolaeva, M.A., B. Mukherjee, and P.K. Stys. 2005. Na+-dependent
sources of intra-axonal Ca2+ release in rat optic nerve during in vitro
chemical ischemia. J. Neurosci. 25:9960-9967.
http://dx.doi.org/10.1523/UJNEUROSCI.2003-05.2005

Rigaud, M., G. Gemes, P.D. Weyker, J.M. Cruikshank, T. Kawano, H.E.
Wu, and Q.H. Hogan. 2009. Axotomy depletes intracellular calcium
stores in primary sensory neurons. Anesthesiology. 111:381-392.
http://dx.doi.org/10.1097/ALN.0b013e3181ae6212

Atalay Oz F., Ustlin H., 2004. Neuronal degeneration, regeneration in
peripheric nervous system and new treatment modalities in

neurodegenerative diseases. Fiziksel Tip, 7(3): 157-162.

Schwab M., Thoenen H., 1977. Retrograde axonal and transsynaptic
transport of macromolecules: physiological and pathophysiological
importance. Agents Actions., 7(3):361-8.

88



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Brimijoin WS., 1982. Abnormalities of axonal transport: are they a
cause of peripheral nerve disease? Mayo Clin. Proc., 57(11):707-14.

Chevalier-Larsen E., Holzbaur EL., 2006. Axonal transport and
neurodegenerative disease. Biochim. Biophys. Acta. 1762(11-12):1094-
108.

Almenar-Queralt A., Goldstein L. S.B., 2001. Linkers, packages and
pathways: new concepts in axonal transport. Current Opinion in
Neurobiology, 11:550-557.

Perlson E., Maday S., Fu M., Moughamian A.J., Holzbaur E.L.F., 2010.
Retrograde axonal transport: pathways to cell death? Trends in
Neurosciences 33: 335-344.

Trushina E., Dyer R.B, Badger Il J.D., Ure D., Eide L., Tran D.D., Vrieze
B.T., Legendre-Guillemin V., McPherson P.S., Mandavilli B.S., Van
Houten B., Zeitlin S., McNiven M., Aebersold R., Hayden M., Parisi J.E.,
Seeberg E., Dragatsis |., Doyle K., Bender A., Chacko C., McMurray
C.T., 2004. Mutant Huntingtin impairs axonal trafficking in mammalian
neurons .in vivo and in vitro. Molecular And Cellular Biology, 24: 8195—
8209.

Ligon L.A, LaMonte B.H., Wallace K.E., Weber N., Kalb R.G., Holzbaur
E.L., 2005. Mutant superoxide dismutase disrupts cytoplasmic dynein in
motor neurons. Neuroreport., 16(6):533-6.

Dompierre J.P., Godin J.D., Charrin B.C., Cordelie ‘res F.P., King S.J.,
Humbert S., Saudou F., 2007. Histone deacetylase 6 inhibition
compensates for the transport deficit in Huntington’s disease by
increasing tubulin acetylation. The Journal of Neuroscience,
27(13):3571-3583.

Konishi Y., Setou M., 2009. Tubulin tyrosination navigates the kinesin-1
motor domain to axons. Nat. Neurosci., 12(5):559-67.

89



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Hadano S., Hand C.K., Osuga H., Yanagisawa Y., Otomo A., Devon
R.S., Miyamoto N., Showguchi-Miyata J., Okada Y., Singaraja R.,
Figlewicz D.A., Kwiatkowski T., Hosler B.A., Sagie T., Skaug J., Nasir
J., Brown R.H.Jr., Scherer S.W., Rouleau G.A., Hayden M.R., lkeda
J.E., 2001. A gene encoding a putative GTPase regulator is mutated in
familial amyotrophic lateral sclerosis 2. Nat. Genet., 29(2):166-73.

McCray B.A., Skordalakes E., Taylor1 J.P., 2010. Disease mutations in
Rab7 result in unregulated nucleotide exchange and inappropriate
activation. Human Molecular Genetics, 19(6):1033—1047.

Pilling A.D., Horiuchi D., Lively C.M., Saxton W.M., 2006. Kinesin-1 and
dynein are the primary motors for fast transport of mitochondria in
drosophila motor axon. Molecular Biology of the Cell, 17: 2057-2068.

Ravikumar B., Acevedo-Arozena A., Imarisio S., Berger Z., Vacher C.,
O'Kane C.J., Brown S.D., Rubinsztein D.C., 2005. Dynein mutations
impair autophagic clearance of aggregate-prone proteins. Nat. Genet.,
37(7):771-6.

Ravikumar B., Vacher C., Berger Z., Davies J.E., Luo S., Oroz L.G,,
Scaravilli F., Easton D.F., Duden R., O'Kane C.J., Rubinsztein D.C.,
2004. Inhibition of mTOR induces autophagy and reduces toxicity of
polyglutamine expansions in fly and mouse models of Huntington
disease. Nat. Genet., 36(6):585-95.

Beal M.F., Lang A.E., ve Ludolph A.C. (2005), Neurodegenerative
Diseases: Neurobiology, Pathogenesis and Therapeutics, Cambridge
University Pres, Cambridge.

Topguoglu, E.S. ve Selekler, K. (1998), “Alzheimer Hastalig1”, Geriatri 1
(2): 63-67.

Weiner, W.J., Shulman, L.M. ve Lang, A.E. (2006), Parkinson's
Disease: A Complete Guide for Patients and Families, The Johns

Hopkins University Pres, Baltimore.

90



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Sahin, G. ve Akbostanci, M.C. (2008), Parkinson Hastaligi, Veri Medikal

Yayincilik, istanbul.

Miller, R.G., Gelinas, D. ve O'Connor, P. (2004), Amyotrophic Lateral

Sclerosis, Demos Medical Publishing, New York.
Karabudak, R. (2006), Ms Ile Yasamak, Agina Kitaplari, istanbul.

Quarrell, O. (2008), Huntington's Disease, Oxford University Pres,
Oxford.

Fiskum, G. (2009), Neurodegenerative Diseases, Springer, New York.

Duranyildiz D.,Oguz H., Camlica H.,Yasasever V., Topuz E. Malign
Melanomali Hastalarda Serum BCL-2 duzeyleri. Tlrk Onkoloji Dergisi,
2004;19:4,131-133

Turgut B, Demir T, Celiker U. Oftalmolojide Apopitoz. Firat Tip Dergisi
2006; 11: 6-11.

Kiechle FL, Zhang X. Apoptosis: biochemical aspects and clinical
implications. Clin Chim Acta 2002; 326: 27-45.

Colakogullari M.,BCL-2 Proteinin apoptoz yolaklari Gzerine etkisinin

incelenmesi. (Doktora Tezi) Uludag Universitesi, 2007.

Lester SC. Cellular responses to stress and toxic insults: adaptation,
injury, and death. Kumar V, Abbas AK, Fausto N, Aster JC (editors).
Pathologic Basis of Disease. 8 th edition. Philadelphia, PA. Elsevier
Saunders 2010; 1: 3-42.

Carr NJ. M30 Expression demonstrates apopitotik cells, correlates with
in situ end-labeling, and is associated with Ki67 expression in large
intestinal neoplasms. Arch Pathol Lab Med 2000; 124: 1768-1772.

Kang HJ, Sol ME, Park DY, Lee SH, Shin DH, Kim JY, et al. Assesment
of apoptosis by M30 immunoreactivity and the relationship with the MSI

91



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

status and the clinicopathological characteristic of colorectal
carcinomas. Korean J Pathol 2006; 40: 319-325.

Abbasoglu OE, HoGal BM. Apoptosis: It's place in eye diseases. T Klin
J Ophthalmol 2001; 10: 115-120.

GlleG O, Eren U. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler.
Y.Y.U Veteriner Fakliltesi Dergisi 2008; 2: 73-78.

Ulukaya E. Apoptozis Ders Notlari, Ankara, 2003.
Nagata S. (1997) Apoptosis by death factor, Cell. 7;88(3):355-65

RiedIS. J. And Y. Shi, (2004) Molecular Mechanisms of Caspase
Regulation During Apoptosis, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., Vol. 5, pp. 897-
907

Altieri DC (2010) Survivin and |IAP proteins in cell-death mechanisms,
Biochem J. 1;430(2):199-205

Scatena R. (2012). Mitochondria and cancer: a growing role in
apoptosis, cancer cell metabolism and dedifferentiation. Adv Exp Med
Biol.;942:287-308

Tarktekin M. Kolon kanseri hicre hattinda apigenin flavonoidinin
apoptoz yolakli gen ifade edilmesine olan etkilerinin arastirilmasi.
(YUksek Lisans Tezi) Gazi Universitesi; 2009

Gultekin N., Karaoglu K,Kigukates E. Hicrede apoptoz ve sagkalim
mekanizmalarinin kesfedilmesi ve yeni potansiyel tedavi stratejileri,
Turk Kardiyol Dern Arg, 2008; 36:120-130

Oztiirk F. Apopitoz. Gnénl Universitesi Tip Fakdiltesi Dergisi 2002; 9:
142-148.

Lanneau, D., Brunet, M., Frisan, E., Solary, E., Fontenay, M., Garrido,
C. Heat shock proteins: essential proteins for apopitozis regulation.
Journal of Cellular and Molecular Medicine, 2008; 12: 43—-61.

92



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Li, P., Nijhavan, D.I., Srinivasula, S.M., Ahmad, M., Alnemri, E.S.,Wang,
X., Cytochrome ¢ and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9

complex initiates an apoptotic protease cascade, Cell, 1997; 91: 79-89.

Témekge N.B.,Apoptozla iligkili genler BCL2L12 ve PDCD4’UN ldsemi
hastalarindaki ekspresyon analizi. (Yiksek Lisans Tezi) Istanbul
Universitesi; 2008

Thornberry N.A.,Lazebnik Y. Caspases: Enemies Within. Science,
1998;281 (5381):1312—-1316

Luo, X., , Budihardjo I., Zou, H., Slaughter, C.,Wang, X., Bid, a Bcl2
interacting protein, mediates cytochrome c release from mitochondria in

response to activation of cell surface death receptors. Cell, 1998; 94:
81-90

Pehlivan S., Kolorektal timdrlerde telomeraz aktivitesi ve apoptozis ile
ilisikisi. (Doktora Tezi) Firat Universitesi,2008

Kasar Z., Geldanamycin uygulanmis kolon kanseri hicre dizilerinde
apopitozis mekanizmasinin arastiriimasi. (Yuksek Lisans Tezi) Celal

Bayar Universitesi, 2013.

Sreedhar A.S., Csermely P. Heat shock proteins in the regulation of
apoptosis: new strategies in tumor therapy A comprehensive review.
Pharmacology Therapeutics, 2004;101:227-257.

Oktem S., Ozhan M.H., Ozol D.Apoptozisin Onemi, Toraks Dergisi,
2001; 2(1):91-95

http://media.cellsignal.com/www/pdfs/science/pathways/Apoptosis_Ove
rview.pdf
Hunter DL. , Lassiter TL., Padilla S. Gestational exposure to

chlorpyrifos : comparative distribution of trichloropyridinol in the fetus
and dam. Toxicol Appl Pharmacol. 1999;158(1) : 16-23.

93



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Muscarella DE, Keown JF, Bloom SE. Evaluation of the genotoxic and
embriyotoxic potential of chlorpyrifos and its metabolites in vivo and in
vitro.Environ Mutagen. 1984; 6(1) : 13-23.

Li WF,Furlong CE,Costa LG. Paraoxonase protects aganist clorprifos
toxicity in mice.Toxicol Lett 1995;76(3): 219-26.

Bigbee JW, Sharma KV, Gupta JJ, Dupree JL. Morfogenik role for
acetylcholinesterase in axonal outgrowth during neural development.
Environ Health Perspect. 1999; 1:81-8.

Kazan¢ M.B. Antioksidan vitaminler. Sendrom. Temmuz, 1997;14-23

Stephen B, Kyle L, Yong X, Cynthia A, Donald E, Earl F, James E. Role
of oxidative stress in the mechanism of dieldrin's hepatotoxicity. Annals
of Clinical and Laboratory Science. 1997; 27(3) : 196-208.

Jett, D. A.; Navoa, R. V.; Beckles, R. A.; McLemore, G. L. Cognitive
Function and Cholinergic Neurochemistry in Weanling Rats Exposed to
Chlorpyrifos. Toxicol. Appl. Pharmacol. 2001, 174 (2), 89-98.

Schuh Rosemary A, Lein Pamela J, Beckles Rondell A, Jett David A.
Noncholinesterase mechanisms of chlorpyrifos neurotoxicity: altered
phosphorylation of Ca2+/cAMP response element binding protein in
cultured neurons. Toxicol Appl Pharmacol. 2002 Jul 15;182(2):176—185.

Sachana M, Flaskos J, Nikolaidis E, Hargreaves A, Alexaki-Tzivanidou
E. Inhibition of rat platelet 5-hydroxytryptamine uptake by chlorpyrifos
and carbaryl. Pharmacol Toxicol. 2001 Oct;89(4):195-200.

Garcia Stephanie J, Seidler Frederic J, Qiao Dan, Slotkin Theodore A.
Chlorpyrifos targets developing glia: effects on glial fibrillary acidic
protein. Brain Res Dev Brain Res. 2002 Feb 28;133(2):151-161.

Das KP, Barone S. Neuronal differentiation in PC12 cells is inhibited by
chlorpyrifos and its metabolites: is acetylcholinesterase inhibition the
site of action? Toxicol Applied Pharmacol. 1999;160:217-230

94



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Slotkin  TA, Seidler FJ. Developmental neurotoxicity of
organophosphates targets cell cycle and apoptosis, revealed by
transcriptional profiles in vivo and in vitro. Neurotoxicol Teratol.
2012;34:232-41.

Malykh AG, Sadaie MR. Piracetam and piracetam-like drugs: from basic
science to novel clinical applications to CNS disorders. Drugs. 2010
Feb 12;70(3):287-312. doi: 10.2165/11319230.

Abou-Khalil B. Levetiracetam in the treatment of epilepsy.
Neuropsychiatr Dis Treat. 2008 Jun;4(3):507-23.

Patsalos PN, Perucca E. Clinically important drug interactions in
epilepsy: interactions between antiepileptic drugs and other drugs.
Lancet Neurol. 2003 Aug;2(8):473-81.

Radtke RA. Pharmacokinetics of levetiracetam. Epilepsia. 2001;42
Suppl 4 :24-7.

Klitgaard H, Matagne A, Gobert J, Wilfert E. Evidence for a unique
profile of levetiracetam in rodent models of seizures and epilepsy. Eur J
Pharmacol. 1998 Jul 24;353(2-3):191-206.

Gu J, Lynch BA, Anderson D, Klitgaard H, Lu S, Elashoff M, Ebert U,
Potschka H, Loscher W. The antiepileptic drug levetiracetam selectively
modifies kindling-induced alterations in gene expression in the temporal
lobe of rats. Eur J Neurosci. 2004 Jan;19(2):334-45.

Bazil CW.New antiepileptic drugs. Neurologist. 2002 Mar;8(2):71-81
146.

Motamedi M, Nguyen DK, Zaatreh M, Singh SP, Westerveld M,
Thompson JL, Mattson R, Blumenfeld H, Novotny E, Spencer SS.
Levetiracetam efficacy in refractory partial-onset seizures, especially
after failed epilepsy surgery. Epilepsia. 2003 Feb;44(2):211-4. 147.

95



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Rossetti AO, Bromfield EB. Levetiracetam in the treatment of status
epilepticus in adults: a study of 13 episodes. Eur Neurol. 2005;54(1):34-
8. Epub 2005 Aug 10.

Patsalos P.N. Clinical Pharmacokinetics of Levetiracetam. Clin
Pharmacokinet 2004; 43:707-724.

Hanon E, Klitgaard H. Neuroprotective properties of the novel
antiepileptic drug levetiracetam in the rat middle cerebral artery
occlusion model of focal cerebral ischemia. Seizure. 2001; 10:287-93.

Oliveira AA, Almeida JP, Freitas RM, et al. Effects of levetiracetam in
lipid peroxidation level, nitrite-nitrate formation and antioxidant
enzymatic activity in mice brain after pilocarpine-induced seizures. Cell
Mol Neurobiol. 2007; 27: 395-406.

Kim JS, Kondratyev A, Tomita Y, Gale K. Neurodevelopmental impact
of antiepileptic drugs and seizures in the immature brain. Epilepsia.
2007;48 Suppl 5:19-26.

Abend NS, Gutierrez-Colina AM, Monk HM, Dlugos DJ, Clancy RR.
Levetiracetam for treatment of neonatal seizures. J Child Neurol. 2011;
26:465-70.

S, Fukatsu T, Miyake-Takagi K, Takagi N, Niimura M, Nagakura A, et
al. Persistent effects of delayed treatment with nefiracetam on the water
maze task in rats with sustained cerebral ischemia. J Pharmacol Exp
Ther 2003a;304:513-23.

Kitano Y, Komiyama C, Makino M, Takasuna K, Takazawa A, Sakurada
S. Anticonvulsant properties of the novel nootropic agent nefiracetam in
seizure models of mice and rats. Epilepsia 2005¢;46:811-8.

YOSHII, M., WATABE, S., SAKURAI, T. & SHOTANI, T. (1997).
Cellular mechanisms underlying cognition-enhancing actions of
nefiracetam (DM-9384). Behav. Brain Res., 83, 185 + 188.

96



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Calabresi P, Cupini ML, Centonze D, Pisani F, Bernardi G. Antiepileptic
drugs as a possible neuroprotective strategy of brain ischemia. Ann
Neurol 2003;53:693-702.

Ryvlin P, Montavont A, Nighoghossian N. Optimizing therapy of
seizures in stroke patients. Neurology 2006;67:S3-9.

Vincenzo B, Laura P, Nicola T. Levetiracetam in brain ischemia: Clinical
implications in neuroprotection and prevention of post-stroke epilepsy.
Brain & Development 33 (2011) 289-293.

Zhao Q, Gadagbui B, Dourson M (2005). Lower birth weight as a critical
effect of chlorpyrifos: a comparison of human and animal data. Regul
Toxicol Pharmacol 42(1): 55-63

Mutsumi U, Ryousuke F, Takehiko K, Hiroshi U. The Cognition-
Enhancer Nefiracetam Inhibits Both Necrosis and Apoptosis in Retinal
Ischemic Models in Vitro and in Vivo. THE JOURNAL OF
PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS Vol. 309,
No. 1; JPET 309:200-207, 2004.

Xi-Chun May Lu =, Jitendra R. Dave, Zhiyong Chen, Ying Cao, Zhilin
Liao, Frank C. Tortella. Nefiracetam attenuates post-ischemic

nonconvulsive seizures in rats and protects neuronal cell death induced
by veratridine and glutamate. Life Sciences 92 (2013) 1055-1063.

Harry GJ, Billingsley M, Bruinink A, Campbell IL, Classen W, Dorman
DC, Galli C, Ray D, Smith RA, Tilson HA. In Vitro Techniques for the
Assessment of Neurotoxicity. Environ Health Perspect 106: 131-158,
1998.

Brat DJ, Brimijoin S. A paradigm for examing toxicant effects on
variability, structure, and axonal transport of neurons in culture. Mol
Neurobiol, 6:125-136, 1992.

97



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

Ehrich M, Correll L, Veronesi B. Neuropathy target esterase inhibition
by organophos-phorus esters in human neuroblastoma cells.
Neurotoxicology, 15(2):309-13, 1994.

McLean WG, Holme AD, Janneh O, Southgate A, Howard CV, Reed
MG.The effect of benomyl on neurite outgrowth in mouse NB2A and
human SH-SY5Y neuroblastoma cells in vitro. Neurotoxicology, 19:629-
32, 1998.

Flaskos J, MclLean WG, Fowler MJ, Hargreaves AJ. Tricresyl
phosphate inhibits the formation of axon-like processes and disrupts
neurofilaments in cultured mouse N2a and rat PC12 cells. Neurosci
Lett, 242(2):101-4, 1998.

Veronesi B, Ehrich M. Differential cytotoxic sensitivity in mouse and
human cell lines exposed to organophosphate insecticides. Toxicol Appl
Pharmacol, 120:240-246,1993.

Bottenstein JE, Sato G. Cell Culture and the Neurosciences. New
York:Plenum Press, 1985.

Kimes B, Tarikas H, Schubert D. Neurotransmitter synthesis by two
clonal nerve cell lines: changes with culture growth and morphological
differentiation. Brain Res, 79:291-295, 1974.

Harry GJ, Billingsley M, Bruinink A, Campbell IL, Classen W, Dorman
DC, Galli C, Ray D, Smith RA, Tilson HA. In Vitro Techniques for the
Assessment of Neurotoxicity. Environ Health Perspect 106: 131-158,
1998.

Abdulla E.M., Campbell I.C.,. Use of neurite outgrowth as an in vitro
method of assessing neurotoxicity. Ann NY Acad Sci, 679:276-279,
1993.

98



146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Stone JD, Peterson AP, Eyer J, Oblak TG, Sickles DW. Neurofilaments
are nonessential to the pathogenesis of toxicant-induced axonal
degeneration. J Neurosci, 21(7):2278-2287, 2001.

Shea TB. Selective stabilization of microtubules within the proximal
region of developing axonal neurites. Brain Res Bull, 48(3):255-61,
1999.

Sjogren G, Sletten G, Dahl JE. Cytotoxicity of dental alloys, metals and
ceramics assessed by Millipore filter, agar overlay and MTT tests. J
Prosthet Dent 2000; 84: 229-236.

Mosman T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and cytotoxicty

assays. Journal of immunological Methods. 1983; 65:55-63

Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson SA (1992). "ldentification of
programmed cell death in situ via specific labeling of nuclear DNA
fragmentation". J Cell Biol. 119 (3): 493-501.
doi:10.1083/jcb.119.3.493. PMC 2289665free to read. PMID 1400587.

Grasl-Kraupp B, Ruttkay-Nedecky B, Koudelka H, Bukowska K, Bursch
W, Schulte-Hermann R (1995). "In situ detection of fragmented DNA
(TUNEL assay) fails to discriminate among apoptosis, necrosis, and
autolytic cell death: a cautionary note". Hepatology. 21 (5): 1465-8.
doi:10.1002/hep.1840210534. PMID 7737654.

Negoescu A, Lorimier P, Labat-Moleur F, Drouet C, Robert C,
Guillermet C, Brambilla C, Brambilla E (1996). "In situ apoptotic cell
labeling by the TUNEL method: improvement and evaluation on cell
preparations". J  Histochem Cytochem. 44 (9): 959-68.
doi:10.1177/44.9.8773561. PMID 8773561

99



10. OZGECMIS

Dr. Ertan DARIVERENLI, 1968 yilinda Denizli’ de dogdu. ilk, orta
ve lise egitimini Denizli’ de tamamladi. Marmara Universitesi Tip
Fakultesinden 1994 yilinda mezun oldu. Eylul 1994 ve Ocak 2002 yilan
arasinda Saglik Bakanligi'na bagli saglik ocaklarinda pratisyen hekim olarak
gérev yaptl. 2004 — 2008 yilari arasinda Pamukkale universitesi Tip
Fakultesi’nde Biyokimya ve Halk Sagligi bélimlerinde asistan olarak ¢alisti.
Temmuz 2009 yilinda Celal Bayar Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dalinda uzmanlik egitimine basladi. Kasim 2012 tarihinde Pamukkale
universitesi Tip Fakultesi Biyokimya bolumundeki uzmanlik egitimine geri
doéndii. Celal Bayar Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindaki
uzmanlik egitimine Ocak 2015 tarihinde kaldigi yerden devam etti. Geri kalan

Uzmanlik egitimi suresini 2016 yilinda tamamladi.

100



11. EKLER

TG
Celal Bayar Universitesi
Tip Fakdiltesi Yerel Etik Kurulu
Karar Formu

KARAR TARIH / NO 19/08/2015/ 20478486 - X A S

ARASTIRMANIN ADI Levetirasetam ve Nefirasetam’in Nb2a Hiicre Kiiltiir Hattindaki Etkileri

SORUMLU ARASTIRMACI | Dog. Dr. Kamil VURAL - CBU. Farmakoloji AD

ARASTIRMA EKiBi Ars. Gor. Dr. Ertan Dariverenli,- Uz. Bio. Isil Aydemir,- Ars.Gor. Bedirhan Ay
ARASTIRMANIN NiTELIGi UZMANLIK TEZI [X] YUKSEK LISANS--DOKTORA TEZi [] AKADEMIK AMAGLI []
DEGERLENDIRILEN

BELGELEER ihite 29 /06 /2015 / Tarih ve 241 sayili; aragtirma dosyasi

KARAR BILGILERi Arastirma dosyasi incelenmis, bilimsel ve etik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar verilmistir
N Arastirma lle | Toplantiya . Arastirma lle Toplantiya
Unvani/Adi/Soyad lliskisi Olan | Katlmayan Unvani/Adi/Soyadi iligkisi Olan | Katilmayan
( Oye Oye Oye Uye
Prof. Dr. Cengiz KIRMAZ \ Prof. Dr. Necip KUTLU )
Alerji Immiinoloji BD o O Fizyoloji AD D D
N\

Prof. Dr. Pelin ERTAN (] O O | Prof.or EceOnuR 7 /D 0
Cocuk Sagligi Hastaliklari AD Tibbi Biyokimya AD %
4 J P
74
O O Prof. Dr. Canan TIKIZ D [:]

F.T. R Algoloji AD

Prof. Dr. Erhun KASIRGA
Gocuk Saghig Hastaliklari 74{

N
BN

Prof. Dr. Artuner DEVECI

Prof. Dr. Gonlil Tezcan KELES
Psikiyatri AD D D

Anestezi ve Reanimasyon AD

a

Dog. Dr. Peyker TEMIZ

Prof. Dr. F. Sirrt CAM
Patoloji AD D D

Tibbi Genetik AD

il

Dog. Dr. Murat TAS

Dog. Dr. Beyhan Cengiz
BESYO a E OZYURT Halk Sagligi AD D
¢
Yrd. Dog. Dr. Selim ALTAN Dog. Dr. Kamil VURAL
Tibbi Etik AD _/\j/ O O | Farmakoloji T & O
fa)
Yrd. Dog. Dr. Dilek CECEN Yrd. Dog. Dr. Tarik ULUCAY
Cerrahi Hemsireligi AD D a Adli Tip AD D D
Nazh KUEY
Avukat : O m E &

Etik Kurulumuzun karari yukarda belirtilmistir. Arastirma Bagvuru Formunun Taahhitname — B&lim E kisminda
belirtilmis olan hususlarin dikkate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza zamaninda iletiimesi konusundabilgilerinizi ve

geregini rica ederim. >
Dog. Dr.\v

eyker TEMIZ
Bagkan

101



