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OZET

DIYABETIK NOROPATI MODELINDE LEVETIRASETAMIN ETKILERININ
PATCH-CLAMP YONTEMI ILE INCELENMESI
Tiirkan AHMADZADA
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2022
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Diyabetik noropati, prevalansi yliksek ve hayat kalitesini diisiiriicii nitelikte bir
sendromdur. Radikal tedavisi mevcut olmayan bu sendromda daha iyi bir farmakoterapi
saglayabilmek icin caligmalar yogun olarak siirdiiriilmektedir. Etkili ilaglarin etki
mekanizmalarinin  patoloji  varliginda arastirilmasi, hastaligin  fizyopatolojisinin
aydimlatilmasini ve bdylece yeni ilag gelistirme ¢aligmalarina yol gosterici bulgular elde
edilmesini saglayacaktir. Ugiincii jenerasyon bir antiepileptik olan Levetirasetam
(LEV), diger antiepileptiklere kiyasla daha kabul edilebilir bir yan etki profiline ve
yiiksek giivenlik oranina sahiptir. Tasidig1 farmakokinetik 6zellikler de LEV’in Klinikte
daha tercih edilir olmasini saglamaktadir. LEV’in diyabetik néropatide antihiperaljezik
etkileri gosterilmistir. Bu etkilerin mekanizmalarimi aydinlatmak amaciyla proje
kapsaminda diyabetik noropati modelinde patch clamp yontemi ile LEV’in
elektrofizyolojik etki profili aydinlatildi. Diyabetik néropati modelinde LEV’in
etkilerinin patch-clamp yontemi ile incelenmesi i¢in yaptigimiz ¢aligmada hiicrelere
LEV uygulamasinin uyari iletkenligi azaltic1 yonde etkiler ortaya koydugu gozlendi.

Bu c¢aligmada sunulan veriler LEV’in analjezik etkilerini vurguladi. LEV’in
antihiperaljezik etkileri, iyon kanallar tizerindeki etkilerinden DRG diizeyinde ortaya
cikabilir. LEV tiirevlerinin degerlendirildigi yeni ila¢ gelistirme ¢aligmalarina yol

gosterici bulgular alindi.

Anahtar Kelimeler: Agr, Dorsal kok ganglionlari, Diyabetik Noropati, Patch-clamp

teknigi, Levetirasetam.



ABSTRACT

INVESTIGATING THE EFFECTS OF LEVETIRACETAM IN A MODEL OF
DIABETIC NEUROPATHY BY PATCH-CLAMP METHOD
Tirkan AHMADZADA
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2022
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Diabetic neuropathy is a syndrome with high prevalence and lowers the quality of
life. For this syndrome, which has no radical treatment, studies are being carried out
intensively to provide a better pharmacotherapy. Investigation of the mechanisms of
action of effective drugs in the presence of this pathology will help to clarify the
pathophysiology of the disease and thus provide findings for new drug development
studies. LEV, a third generation antiepileptic, has a more acceptable side effect profile
and higher safety rate compared to other antiepileptics. The pharmacokinetic properties
of LEV makes it more preferable also in the clinic. LEV has been shown to have
antihyperalgesic effects in diabetic neuropathy. In order to illuminate the mechanisms
of these effects, the electrophysiological effect profile of LEV elucidated by using patch
clamp method in the diabetic neuropathy model. In our study to examine the effects of
LEV in a diabetic neuropathy model by patch-clamp method, it was observed that LEV
application to cells has shown to present effects which leads to a reduce in the activity.

The data presented in this study highlighted the analgesic effects of LEV. The
antihyperalgesic effects of LEV may arise at the DRG level from its effects on ion
channels. Guiding findings were obtained in new drug development studies in which

LEV derivatives were evaluated.

Keywords: Pain, Dorsal Root Ganglion, Diabetic Neuropathy, Patch Clamp technique,

Levetiracetam.
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1. GIRIS VE AMAC

Bu c¢alismanin amaci, anti epileptik etkili LEV uygulamasinin diyabetik
noropatide gozlenen olumlu etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin incelenmesidir.
Diyabetik noropati diyabet mellitus’un tedavi maliyeti yiiksek olan yaygin goriilen ve
rahatsiz edici bir komplikasyonu olmakla beraber, gelisimindeki ana pathogenetik
hipotezler poliyol yolunun aktivasyonu, nonenzimatik glikolizasyonda olan artis,
vaskiiler disfonksiyon, lipit metabolizmasinin hasara ugramast ve bozulmus olan
norotrofizimdir. Son donemlerde biiylime faktorleri, yeni norotrofinler, inflamatuar
mediatorler daha genis arastirilmis ve Ogrenilmistir. Diyabetik néropatinin tanist,
norolojik muayene ile etkili ve giivenilir olup, kantitatif sensoryal ve nérofizyolojik
testler ile desteklenmistir. Aldoz rediiktaz inhibitorleri, ada hiicrelerinin, tiim pankreas
hiicrelerinin transplantasyonu, diyabetik noropati ig¢in yan tedavilere ulasilabilirligin
¢ogalmasi, hastalarin tedaviden fayda saglamasinin hizlanmasi igin ek arastirmalarin
yapilmasi ihtiyacin1 artirmigtir. Tezin yazim amaci da bu arastirmalara katkida
bulunmak ve patch clamp teknigi ile LEV’in diyabetik noropatideki etkilerini

ogrenmektir.



2. LITERATUR
21. Agn

Uluslararasi agr1 arastirmalar1 dernegi (International Association for the Study of
Pain=IASP) tarafindan agri, bedenin herhangi bir yerinden baslayan, organizmayla ilgili
bir nedene bagl olan veya olmayan, kisinin geg¢misindeki deneyimleri ile alakali,
sensoryal, emosyonel, hos olmayan bir duygu olarak bahsedilmistir. Viicuttaki doku
hasarmin bilingsiz bir sekilde farkina varilmasina da agr1 dene bilir [1]. Agr1, insanlarin
hayatina rahatsizlik veren, viicudun verdigi korumaya yonelik bir sinyal olup,
nosiseptor adinda olan 6zel reseptorlerin agr1 yaratabilecek uyaranlar tarafindan aktive

olmasi ile baslamaktadir [2]. Agr ¢esitli sekillerde siniflandirilir [1]:

Tablo 2. 1. Agrinin siniflandirilmast [1, 2]

Agrinin meydana gelme siiresine gore siniflama 1. Akut olan agri
2. Kronik agr1
Mekanizmalarina gore agri siniflamasi 1. Deafferantasyon agrisi
2. Nosiseptif agr1
3. Reaktif agr1
4. Psikosomatik agri
5. Noropatik agri
Kaynaklandig1 viicut bolgesine gore agri siniflamasi 1. Viseral agri
2. Somatik agr1
3. Periferal agr1
4. Sempatik agri
Agrimin viicutta algilanmasi 4 asamada gergeklesir:
1. Transdiiksiyon: Sinirlerin sensoriyal uglarinda, uyar1 elektriksel aktiviteye
doniistiiriliir.
2. Transmisyon: Impulslar sensoryal sinir sistemi boyunca yayilmasi, duyusal
sinirler ile tist merkeze iletilmesidir.
3. Modiilasyon: Nosiseptif transmisyon noral etkenlerle modifiye olur.
4, Persepsiyon: Uyarinin alindigi sonuncu asama olup, bireyin psikolojisi ile

etkilesimi ve siibjektif emosyonel deneyim sonucu gelisir, agr1 algilanir [1].



2.1.1. Noropatik agn

Uluslararas1 Agr1 Arastirmalar1 Birligi (International Association for the Study of
Pain), noropatik agriy1 sinir sistemindeki primer bir lezyon ya da islev bozuklugunun
sonucu ortaya ¢ikan agr1 olarak 1994 yilinda tanimlamistir. Daha sonralar ise néropatik
agriin periferik veya merkezi sinir sisteminde olan veya her ikisinde olusan lezyondan
kaynaklanan duyusal bulgulara ve semptomlara yol agan agr1 olarak tanimlanmasi
onerilmistir [3].

Noropatik agriyr degerlendirirken bazi kriterler uygulanarak agri asagidaki gibi
¢esitlendirilir:

v Kesin noropatik agri: Kesin noroanatomik dagilim bulunmali, periferik veya
santral somatosensoriyel sistemi etkilemis olan hastalik ya da lezyonun var olmasini
diisindiiren sebep olmalidir. Kesin néroanatomik dagilim en az bir, noropatik agri
yapabilecek hastalik veya lezyon da en az bir teyit edici testle gosterilmelidir.

v Muhtemel noropatik agri: Kesin noéropatik agri kriterlerinden herhangi birinin
olmasi halinde olusan agridir.

v Ihtimal dahilinde: Kesin ndroanatomik dagilim bulunmali, periferik veya santral
somatosensoriyel sistemi etkilemis olan hastalik ya da lezyonun var olmasini

diistindiiren sebep olmalidir [3].

Tablo 2. 2. Noropatik agri nedenleri [4].

Periferik sinir sistemi lezyonlar1 Santral lezyonlar

Lokal olan: Diffiiz olan: 4 Dorsal kok gangliyonu

v Tuzak noropatileri 4 Diabetes mellitus (DRG) lezyonlari

v Kompleks bolgesel | v/ Amiloid v Pleksus yaralanmalar

agr1 sendromu v Plazmositom v Spinal kord traktus

v Postherpetik nevralji | v/ Duysal herediter lezyonlar> (travma, timdor,

v Diabetik ndropatiler siringomiyeli)

monondropati v AIDS néropatisi v Orta beyin-pons lezyonlar
4 Iskemik néropati 4 B vitamini yetmezligi v Talamik lezyonlar (timor,
v Poliarteritis nodosa | v/ Toksik noropatiler inme)

v Posttravmatik v Kortikal lezyonlar.
nevralji




Tablo 2. 3. Noropatik agri tedavisi zamani kullanilan ilaglar ve olusan kontroendikasyonlari [4].

flag

Etki Mekanizmasi

Olugan yan Etkiler

Kontroendikasyonlar

Duloksetin (60-120
mg)

Serotonin ve
noradrenalin reuptake

inhibisyonu

Bulanti, karin agrisi,

konstipasyon

Hepatik hastalik  ve
hipertansiyon

Tramadol kullanimi

Gabapentin (900-3600
mg) Pregabalin (150-
600 mg)

Voltaja bagh Kalsiyum
kanallarinin merkezi

duyarlilig: diistirmesi

Sedasyonlar, bas
donmeleri, periferik
6dem olusumu, kilo

almanin hizlanmasi

Bobrek yetmezliginde

dozun azaltilmasi

Venlafaksin (75-225
mg)

Serotonin ve

noradrenalin reuptake

Yiksek dozlarda

bulant1 ve

Kardiyak hastalik ve

hipertansiyon

inhibisyonu hipertansiyon Tramadol kullanimi1
Amitriptilin (25-100 Sodyum kanal blokaji, | Uyusukluk, Glokom, kardiyak
mg) Nortriptilin monoamin reuptake antikolinerjik etkiler ve | hastalik, prostat

Desipramin

inhibisyonu,

antikolinerjik etki

kilo alimi

adenoma, epilepsi

Tramadol (210 mg)

Monoamin reuptake
inhibisyonu, p-Opioid

reseptor agonisti

Mide bulantisinin
yaranmast, Kusma,
kabizlik olusmasi, bas
donmeleri ve viicutta

uyusukluk

Yaslilarda antidepresan
kullanima, madde
kullanimi1 ve intihar

riski

Morfin Oksikodon

u-Opioid reseptor
agonisti; oksikodon

reseptor antagonismi

Mide bulantisinin
yaranmasi, Kusma,
kabizlik olusmasi, bas
donmeleri ve viicutta

uyusukluk

Intihar riski olusturur,
Madde kullanimi1

yaratir.

Alpha-lipoik asid (600
mg)

Lipofilik antioksidan
etkisi

Mide bulantisi,
dokiintii olusur, insiilin
otoimmiin sendromu

yaranir

Hipoglisemi olusur

Noropatik agr1 olusumunda yaranan baglica semptomlar stimulusla uyarilan ve

stimulustan bagimsiz olarak ikiye ayrilir ve kendi icinde ¢esitlenir:

Stimulusla uyarilan semptomlar:

v Allodini: Normal hallerde agrili olmayan herhangi bir uyaran etkenin agriya

neden olmasidir.




v Hiperaljezi: Normal hallerde agrili olan herhangi uyaran etkene karsi verilen
yanitin artmasi hiperaljezi adlanir.
v Hiperpati: Tekrarlanmis olan uyaran etkenlere karsi esigin diiserek cevabin

artmasi1 hiperpatidir.

v Hipoestezi: Ozel duyular haricinde uyarana kars1 duyarliligin azalmasina denir.
v Hiperestezi: Ozel duyular haricinde uyarana karsi duyarliligm artmasina denir
[3].

Stimulustan bagimsiz semptomlar ise asagidakilerdir:
v Dizestezi: Kendi kendine ya da uyari ile yaranan anormal bir duyu olup, bir
uyaran olmadan olusan yanma gibi agril1 bir histir.
v Parestezi: Kendi kendine ya da uyar ile yaranan hos olmayan bir duyu olup, bir

uyaran olmadan olusan karincalanma gibi agrisiz bir histir [3].
Noropatik agr1 sendromlarinda klinik yaranan bulgular asagidakilerdir:

Spontan, paroksismal ya da devamli agri
Allodini ve hiperaljezi
Refere agri ve anormal agr1 yayilimi

Anormal duyumlar

NN

Duyu kayb1 ve agr1 olusumu [4].

2.1.2. Dorsal kok ganglionlar:

Periferik sinir sistemindeki bir grup ndronal hiicreye ganglion denir. Ganglion;
bag dokusu kilifi ve glial hiicreler iceren dairesel bir yap: ile g¢evrili néronal hiicre
govdesinden olusur. Kapsiilden ganglionun igerisine ince bag doku bolmeleri girmekte
olup, organi bélmelere ayirmaktadir. Gangliondaki hiicrelere ganglion hiicresi denir.
Ganglion hiicresinin ¢evresinde tek sirali yass1 Satellit (uydu=manto=peyk) hiicreleri
denilen hiicreler bulunur. Ganglionda birkag hiicre veya 50-100.000 hiicre de olabilir.
Genel anlamda ganglion; ndron, myelinli-myelinsiz sinir lifleri ve bunlarin arasinda
olusan bag dokudan ibaretdir [5-7].

Ganglionlar cesitli sekillerde adlandirilirlar. Medulla spinalisin arka kokiiniin
tizerinde olan noronlar arka kok ganglionudur. Kranial sinirler boyunca ganglionlar
bulunmaktadirlar. Ganglionlarin sekil ve ebatlarinda olan farkliliklar da dikkate alinarak

2 grupta siiflandirilirlar [7]:



1-Duyu Ganglionlar1 (Kraniospinal ganglionlar). Grup dahilinde de bu ganglionlar
Spinal ganglion (Arka kdk ganglionu) ve Kranial sinir ganglionlar1 olarak ikiye ayrilir.

2-Otonomik Ganglionlar. Bu ganglionlarda iki ¢esittir; Sempatik ganglionlar ve
parasempatik ganglionlar. Sempatik ganglionlar paravertebral ve prevertebral olarak
cesitlenir. Ganglionlara sinirsel uyari verilmesi zamani dagitim istasyonu olarak is
goriir. Ganglina bir sinir girer, bir sinir ¢ikar. Sinir uyarisinin ydniine goére ganglionun

duyusal veya otonom olacagi belirlenir [6].

Intervertebral
Disk

Sinirler

Sekil 2. 1. Omurilik ve sinir koklerinin vertebralarla iliskisi (Onden goriiniim)

Dural
Kese

Sekil 2. 2. Omurilik ve sinir koklerinin vertebralarla iliskisi (enine kesit)

Dorsal kok ganglionunda yerlesmis agri yolunun ilk ndronlari nosiseptorlerin
hiicre govdeleridir. Spinal kordun dorsal boynuzundaki yerlesik noronlar ikinci sira
noronlardirki, bunlarin akson uzantilar1 spinotalamik traktusu olusturur. Talamusta yer
alan noronlar ise ligiincii sira noronlardir. Agrinin affektif kismi, orta beyin retikiiler

formasyonu baglantis1 iizerinden talamusun intralaminer c¢ekirdeklerine gelir,



diskriminatif kisim ise talamusun ventral posterior lateral (VPL) ve medial (VPM)
cekirdeklerine ulasir [8-11]. Yapilan ¢aligmalarin birinde talamusun ventral posterior
lateral (VPL) ve medial (VPM) ¢ekirdeklerindeki uyarici néronlarin, anterior singulat
korteks’deki aktiviteyi degistirdigi ve affektif agri modiilesinde etkin oldugu ortaya
cikmigtir [11]. Agrinin duysal sinyallerinin tasinma seklini 6zetlersek iki yoldan biri
anterolateral sistem dedigimiz mediyal lemniskus sistemin lateral spinotalamik traktus
yolu ile birincil agrinin tasiiminda gorevli olan yol, digeri ise medial spinotalamik

traktus ile ikincil agr1 tasinimi gergeklestiren yol olur.

2.2.  Diyabetik Noropatinin Tarihgesi

Diyabetiklerde olusan noropati ile ilgili ilk bilgiler 19. yiizyilin baslarinda tip
literatiiriinde dikkat ¢ekmis, 1864°te Marchal de Calvi periferik sinir sistemindeki gesitli
degisikliklerin diabet sonucu ortaya c¢iktigini ileri slirmiig, sinyatik sinirin dagilim
alanindaki agn ile parestezi bolgelerinin diabetiklerde mutant oldugunu bildirmistir.
1884-1885’1i yillarda, Bouchard, Pavy ve Althous, Marinian uzun siire diabetes mellitus
olan hastalarda tendon reflekslerinin alt ekstremitlerde kayboldugunu gostermisler.
1886-1930 yillar1 arasinda giderek artan diabetik noropatideki klinik gozlemler
diabetolojinin olduk¢a dikkat ¢eken boliimii olmustur. Ilk defa John Rollo 1978’de
Diabetus Mellitusu olan bir hastanin periferik sinir sisteminde lezyonlar oldugunu
sOylemistir. John “Cases of Diabetes Mellitus” kitabinda diabetiklerde alt
ekstremitelerdeki agri1 ve parestezilerin aktif hareketlerin sinirli sekilde yapilmasina

neden oldugu, hayat kalitesini ciddi sekilde diisiirdiigiinii belirtilmisdir [12].

2.2.1. Diyabetik noropati nedir

Diyabetes mellitus halen diinyada oldukca sik goriilen, obezitenin ¢ok goriildigii
tilkelerde ciddi ekonomik yiik olan, hastalarin giinliik yasamlarini olumsuz etkileyen
hastaliktir. Diinyada 246 milyon insani etkileyen diyabetin 20-30 milyonunun
semptomatik diyabetik polindropati olusturur. Tip 1 diyabetli geng hasta bireylerde
diyabetin kotii kontrolii sonucunda birkag ay icinde polindropati ortaya ¢ikmaktadir.
Erken tani olduk¢a onemlidir, ¢iinkii yapilan ¢alismalarda intens diyabet kontroliiniin

klinik noropati prevalansinin %60-69 oranda azaldig: goriilmistiir [13].



Diabetes mellitusun yaygin olan kronik komplikasyonu olan diyabetik noropati
sinir sisteminde ¢esitli bolgelere etki eder, periferik ve otonom sinir sistemi ile alakali
cesitli klinik bulgular meydana getirir. Diyabetik hastalarda periferik noropati subklinik
noropati, agrisiz ya da fokal noropati ve agrili néropati (akut veya kronik) seklinde
seyreder. Diyabetik periferik noéropati vakalarinin neredeyse yarisinda semptom

goriilmez. Bu nedenle diyabetli hastalarda diyabetik olmayan noropati gelisebilir [14].

Tablo 2. 4. Diyabetik Noropati Risk Faktorleri [14].

Diyabet hastaliginin baglangicindan gegen zaman

Visseral obezite

Glisemik control

Hiperlipidemi

Arteriyel hipertansiyon varligi

Alkol ya da nikotin kullanim1

Periferik arter hastalig1

Fiziksel aktivite eksikligi

Diyabetik retinopati

Demografik faktorler (yasin kag olmasi, boy uzunlugu, kilo)

AN N NN Y N U N NN

Diyabetik nefropati

Noropatik bozukluklar periferik sinir sisteminin otonomik veya somatik
pargalarini tutabilir, bir semptom, bir bulgu veya testin varliginda tan1i Diyabetik
ndropati olmaz. En az iki anormallik (semptom, bulgu, sinir ileti anormalligi, kantitatif
duysal testler veya kantitatif otonom testler) olmasi gerektigi Dyck tarafindan

Onerilmistir [15].

Tablo 2. 5. Diyabetik Noropatili Aywict Tanist.

Metabolik olan hastaliklar (tiroid hastaligi-hipotiroidizm, bébrek hastalig)
Sistemik olusan hastaliklar (vaskiilit, paraproteinemi, amiloid, brons kanseri)
Bulasic1 hastaliklar (hepatit B ve C, HIV, lyme hastaligt)

Inflamatuar (kronik inflamatuar demiyelinizan poliradikiilonéropati)

Besin maddeleri (B12vitamini, piridoksin, tiamin, tokoferol)

Gastroplastiye bagli ndropatiler

Agir metaller (arsenik, civa)

Endiistriyel is malzemeleri (akrilamid, organofosfatlar)

AN N N N N Y N N N

Mlaglar (alkol, amiodaron, kolsisin, vinka alkoloid, dapson)




Diyabetik noropati, sinir sisteminin hem otonomik hem de somatik bilesenlerini
etkileyen, ancak diyabetik hastalarda kalitsal, travmatik, kompresif, metabolik, toksik,
nutrisyonel ve enfeksiyona dayali periferik sinir bozuklugu olarak tanimlanan heterojen
bir hastaliktir. Hipergliseminin baslamasindan sonraki ilk birka¢ ayda azalmis MNCV
(motor sinir iletim hizi) ve SNCV (duyusal sinir iletim hizi), agr1 olusumuna karsi artan
hassasiyet (hiperaljezi), normal uyaranlara agrili yanit (diferansiyel) ve diger islev
bozukluklar1 ortaya ¢ikar, hastalik ileri boyutlara ulastikca aksonopati,

demiyelinizasyon, sinir dejenerasyonu ve agriya duyarlilik azalir [16].

Tablo 2. 6. Diyabetik Hastalar i¢in néropatilerin Smiflandrilmast.

A. Diffiiz néropati ¢esitleri

Distal simetrik polindropati: Otonom noéropati:
Ince lif noropatisi Kardiyovaskiiler otonom noropati
Kalin lif néropatisi Gastrointestinal otonom ndropati
Miks - ince ve kalin lif néropatisi Urogenital sistem otonom ndropati

Sudomotor disfonksiyon

Hipoglisemi algilayamama

Anormal pupil fonksiyonlari

B. Monondropati ¢esitleri

Izole kranial veya periferik sinir mononédropatisi (okulomotor, ulnar, femoral, peroneal)

Monondrit multipleks

C. Radikiilopati veya poliradikiilopati ¢esitleri

Radikiilopleks ndropati (lumbosakral poliradikiilopati, proksimal motor amyotrofi)

Torasik radikiilopati

D. Diyabete bagli olmayan néropati gesitleri

Kronik inflamatuvar demiyelinizan polindropati
Akut agrili kiigiik lif ndropatileri (tedaviye bagli)

Basing palsileri

2.2.2. Diyabetik periferal noropati (DPN)

Diyabetin en yaygin ve ciddi komplikasyonu olan periferal néropati agri, trofik
degisiklikleri ve otonomik disfonksiyon riskini artirir. Diyabetik noropati meydana
geldiginde, ayaklarda duyu kayb1 fark edilebilir ve hastayr distal trofik

komplikasyonlarinnin énlenmesi konusunda egitmek gereke bilir [13].




Kronik hiperglisemi, DPN'ye neden olan metabolik olaylarmm nedenidir ve

calismalar insiilin ve/veya C-peptid eksikliginin DPN'ye neden oldugunu
gostermektedir. C-peptid, insiilin katlanmasina yardimci olmak i¢in proinsiilinin A ve B
zincirlerini birbirine baglayan 31 amino asitten olusan bir proteindir. C-peptid, hayvan
calismalarinda noroperfiizyonu arttirtyor gibi  goriinmektedir. Hiperglisemi ise
mikroanjiyopatinin metabolik sonuglarina bagli olarak insiilin direnci, adiposit
toksisitesi, endotel hasar1 ve aksonal hasar ile noéroiskemiye neden olur. Diyabetin, NO
(nitrik oksit) yetersizligi ve EDRF (Endotel Kaynakli Gevsetici Faktor) degisikliklere
neden oldugu, mikrovaskiiler reaktivite ve yapisal mikroanjiyopati gibi DPN’yi

agirlagtirmig olan fonksiyonel bozukluklara yol agtig1 bildirilmistir [16].

2.2.3. Distal simetrik polinéropati
Bagka noropati nedenleri diglandiktan sonra diyabetli hastalarda periferik néropati

semptom veya bulgularinin varligi, distal simetrik polinéropatinin kanitidir.

Tablo 2. 7. Diyabetik Distal Simetrik Polinéropati Semptom ve Bulgulari [14].

Ince Lif Noropatisi Ince Myelinli ve Kalin Lif Noropatisi Kalin

Miyelinsiz Sinir Lifleri A 6 Lifler ve C
Lifler.

Miyelinli Sinir Lifleri A o ve
Lifler.

iilserlerine yatkinlik olusur,

amputasyon riskinde artmalar olur

Fonksiyon Nosisepsiyon, Basing yapma, denge bozuklugu

Semptomlar Allodini, hiperaljezi, hiperestezi, Dengesiz davranig, uyusukluk,
viicudda agr1 (yanma hissi, elektrik hareket bozuklugu,sendeleme,
garpmasi, bigak batmasi gibi) diisme.

Muayene Soguk ve sicak 1s1 hissi, azalmig igne Ashill refleksi, monofilaman
batma hissi (pinprick), ayak cildinde testi, propriyosepsiyon, el ve
kuruma, terlemede azalma ayak kaslarinda zayiflama,

Klinik etkiler Bozulmus nonisepsiyon, ayak Bozulmus denge duygusu

olusur, travmatik kiriklar ve

Charcot artropatisi

Sinir iletim ¢aligmalart

Intraepidermal sinir liflerinin kaybi,
korneal, konfokal mikroskobi,
Kantitatif duyu testleri: Sicak ve soguk
duyarlilig1 ve agr1 algisinin azalmast,
Sudorimetri: Terleme bozukluklarinin

tespiti i¢in

Sinir iletim: Anormal test
sonuglar1 (medyan, sural ve
peroneal sinirler), vibrasyon
duyusu kaybini degerlendirmek
i¢in kantitatif duyu testleri

yapilir.
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Diyabetik noropatinin neredeyse %75'i distal simetrik polindropatidir. Diyabetik
noropati, ayaklarda ilserlere, ampiitasyonlara ve proprioseptif disfonksiyona neden

olur. Yiriime sirasindaki dengesizlik ve diisme riskinin artmasi ciddi travmalarin

nedenidir [13, 14].

2.3.  Epidemiyoloji

Bir caligmada, laboratuvar testlerinde diyabetik hastalarin %40,4'intin diyabetik
periferik noropatiye sahip oldugunu ve laboratuvar testlerine sinir iletim testleri
eklendiginde bu oranin %62,2'ye yiikseldigini gostermektedir. Diyabetiklerin %83'tinde
orta ve siddetli néropati bulundu. Noéropatik agri prevalanst %14,0 idi. Koti glisemik
kontrol, mikroalbiiminiiri ve hiperlipidemi, retinopati, diyabetik néropatinin gelisimine

yol agar [14].

Diyabetik periferal noropati (DPN), diyabetik amyotrofi ve simetrik
polindropatiler (DSPN; distal simetrik periferal néropati) olmakla iki gruba ayrilir [16].
Bu noéropatinin ilk semptomlar: ince lif tutulumu ile gelisir. Bunlara agrinin olusumu,
yanma ve karincalanma gibi hos olmayan semptomlar dahildir. Kalin 1lif tutulumu
uyusukluga ve his kaybina sebep olur. Diyabetik néropati, bacaklarda iilserlere ve
ampiitasyonlara neden olur [14].

Tip 1 diyabetli hastalar tan1 koyulduktan 5 yil sonra degerlendirilmeli, tip 2
diyabetli hastalar tan1 aninda degerlendirilmeli ve diyabetik noropatiyi degerlendirmek
icin en azindan yilda bir defa laboratuvar testleri kullanilmalidir. Diyabetik ndropatinin
tan1 ve tedavisi, taninin kesin olmadigi atipik durumlar disinda elektrofizyolojik ve
norolojik muayene gerektirmez [14].

Distal Simetrik Polinéropatinin Degerlendirilmesi; diyabetik hastalarda noéropati
oykiisii ile baslar. Ince fibroz ndropati i¢in soguk 1s1 algis1 ve karmcalanmanim
degerlendirilmesi gerekir. Kalin lif noropatisi igin, titresim hassasiyeti 128 Hz'lik bir
diyapazon ile degerlendirilmelidir. Tiim diyabet hastalari, diyabetik ayak riskini

degerlendirmek i¢in en az yilda bir kez 10g monofilament testi yapmalidir [14].

2.4.  Otonom Néropati
Diyabetik otonom noropati, hayat beklentisinde azalmaya, hedef organlarda artan

hasara ve hayat kalitesinin diismesine neden olur. Kardiyovaskiiler otonom néropati,
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kardiyovaskiiler risk nedenlerinden bagimsiz olup, mortalite ile iligkilidir ve bu tiir
diyabetik hastalarda mortalite 3,5 kat arttig1 goriilmiistiir. DCCT / EDIC takibinde, tip 1
diyabet hastalarin %30'unun tan1 koyulduktan 20 yil sonra kardiyak otonom noropati
gelistirdigini gostermektedir. Bu oran tip 2 diyabetli hastalarda ise 15 yil sonra %60'a
ulagmaktadir [14].

Otonomik noropati, istirahat tagikardisi, ortostatik hipotansiyon, sindirim
bozukluklari, kabizlik, ishal ve diski kac¢irma, mesane disfonksiyonu, erektil
disfonksiyon, terleme bozukluklari, hipoglisemik duyarsizlik ve agiklanamayan
glisemik  dalgalanmalari,  gastrointestinal ~ semptomlar1 ~ olan  hastalarda
degerlendirilmelidir [14].

Aniden ayaga kalkmaya bagli bas donmesinin olusmasi, halsizlik ve garpinti,
bayilma ve senkop kardiyak otonom noropati belirtisidir. Azalan kalp hiz1 degiskenligi
(HRV), hastaligin erken evrelerinde tamamen asemptomatik olan kardiyak otonomik
noropatinin erken saptanmasini saglar. Kardiyak otonom noropatinin ileri bir
asamasinda, klinik tabloya istirahat tasikardisi (100 atim / dak) ve ortostatik
hipotansiyon eklenir [14].

Tablo 2. 8. Diyabetik Gastrointestinal Noropati Semptomlar [14].

Organlar Olugan sorunlar Meydana gelen semptomlar
Osophagus Dismotilite ve kandidiasiz olusur. | Disfaji, refli
Mide Gastroparesiz Bulantt ve kusma, gaz, erken doyma,

cabuk acikma, gastrik ¢ikis obstruksiyonu

Ince barsak Dismotilite, bozulmus sivi | Malabsorpsiyon, diare

reabsorpsiyonu

Kalin barsak Dismotilite, iskemi Konstipasyon, megakolon, fekal

inkontinans, iskemik colitis.

Safra kesesi Dismotilite, safra tagi Bilier obstriiksiyon, sepsis

Erken tokluk, ¢abuk aclik, midede siskinlik, bulant1 ve kusma, siddetli glisemik
dalgalanmalar1 olan hastalar diyabetik gastroparezi agisindan degerlendirilmelidir.
Opioidlerin veya GLP1 reseptor agonistlerinin kullanimina bagli olarak organik mide
cikist tikanikligina neden olan hastaliklar, gastroparezi diyabet igin belirli testler

yapilmadan once ekarte edilmelidir. Gastroparezi saptamak i¢in mide bosalmasinin
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sintigrafi veya 13-kotanoik nefes testi ile degerlendirilmesi gerekir. Diyabetik enteropati

konstipasyon, diare ve gaita inkontinansa sebep olur [14].

Tablo 2. 9. Diyabetik Kardiyovaskiiler Otonom Néropati [14].

Klinik

v

Ortostatik hipotansiyon
Egzersiz intoleransi

Perioperatif instabilite

QT araligmin uzatilmasi

AV N N N N N

Ani kalp oliimi

Sessiz miyokard infarktiisii

Istirahat (dinlenme) tasikardisi

Kalp hizinda degiskenligin azalmasi

Tan1 Yontemleri

Kardiyovaskiiler otonom noropati testleri yapilir:

Parasempatik
v Derin solunuma kalp

hiz1 cevabi

v Valsalva’ya kalp hizi
cevabi
v Ayaga kalkmaya kalp

hiz1 cevabi (30:15 orani)

Sempatik

v Ayaga kalkmaya kan

basincinin yaniti
v Kalp hiz1 degiskenliginin

(HRV) spektral analizi

v Bir bozuk HRV testi
v iki bozuk HRV testi
v iki bozuk HRV + ortostatik

hipotansiyon.

Tedavi.

Kardiyovaskiiler otonom
noropati:

v Koroner kalp
hastaliginin ve kalp yetmezliginin
erken tani ve tedavisi

4 Siniis tagikardisi:

kardiyoselektif beta blokerler

Ortostatik hipotansiyon:

v Liberal tuz alimi, fiziksel
egitim, hipotansif ilaglardan
kac¢inma
v Kan basincini artiran
ilaglar (midodrin ve droksidopa)

v Fludrokortizon (diisiik doz)

Tekrarlayan idrar

yolu enfeksiyonu, piyelonefrit, inkontinans veya mesane

dolumu olan diyabet hastalarinda otonom néropatinin var olmasina ve mesane

fonksiyonuna bakilir. Erkek seker hastalar1 libido, erektil disfonksiyon ve retrograd

ejakiilasyon agisindan degerlendirilmelidir. Prevalans: %40 olan erektil disfonksiyon

ile kardiyak otonom noropati ve diger diyabetik komplikasyonlarin gelisimi arasinda

bir baglant1 vardir. Kadin seker hastalarinda da cinsel islev bozuklugu sik goriiliir.

Hastalarda tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarinin varligi detayli arastirilir [14].
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2.5. Tedavi

Diyabetik néropatinin patogenetik mekanizmalara yonelik olan sinir hasarini yok
eden bir tedavisi yoktur. Diyabetik néropatiyi 6nlemek i¢in glisemik kontrole ve yasam
tarzindaki degisikliklere dikkat edilmelidir. Tip 1 diyabett hastalarinda normoglisemiyi
hedeflemis olan siki glisemik kontrol, distal simetrik polindropati insidansini 6nemli
miktarda azaltir ve bu nedenle tip 1 diyabette distal simetrik polindropati gelisimini
onlemek i¢in ¢ok oOnemlidir. Coklu risk faktorleri ve komorbiditeleri olan tip 2
diyabetlilerde, tek basina sik1 glisemik kontrol, distal simetrik polindropatiyi énlemede
kismen etkilidir. Noron kaybini 6nlemeden noéropatinin ilerlemesini biraz yavaslatir. Bu
durumda hasta merkezli tedavi hedeflerinin belirlenmesi gerekir. Prediyabet sendromu,
metabolik sendrom veya tip 2 diyabetlilerde distal simetrik polinéropatiyi 6nlemek igin

yasam tarzi miidahaleleri yapilmalidir [14].

Veriler, noropatinin patogenezi ic¢in oksidatif ve nitrozasyon stresinin onemli
oldugunu ve antioksidanlarin terapdtik olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. a-
lipoik asidin uzun siireli oral uygulamasmin, distal simetrik polindropatisi olan
hastalarda klinik olarak anlamli iyilesme ve noropati defektlerinin artmasinda hafif
gecikme ile sonuglandigi belirtilmistir [14].

Diyabetik noropati tedavisine yonelik ilaglar1 kullanmaktaki amag agrili diyabetik
noropatinin noropatik agrisin1 azaltmak ve otonom noéropati semptomlarini kontrol
altina alarak yasam kalitesini iyilestirmektir [14].

Noropatik agri tedavisinde diyabetli hastalarin klinik durumu dikkate alinarak
planlama yapilmalidir. Hastaligin semptomatik tedavisinde ilk olarak pregabalin
(kalsiyum kanal a2-6 subunit ligand1) veya duloksetin (segici bir norepinefrin veya
serotonin geri alim inhibitérii) secilmelidir. ki ilagta da yan etkiler yash olan hastalarda
daha siddetli goriiliir ve disiik dozla baslayip azar azar artan diisiik dozla baslayip
Onlenebilir. Venlafaksin ve gabapentin de hastanin sosyoekonomik durumu,
komorbiditeleri ve potansiyel ila¢ etkilesimleri dikkate alinarak kullanilabilir. Trisiklik
antidepresanlar noropatik agrida etkili olmasina ragmen yan etki riskleri yiiksektir ve
dikkatli kullanilmalar1 gerekir. Tramadol ve tapentadol gibi opioidlerin ise birinci veya
ikinci basamak ilaglar gibi kullanimi bagimlhilik ve diger yan etkiler nedeniyle

Onerilmemektedir [14].
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HRV’yi olumsuz etkiledikleri ve aritmi riski olusturduklari i¢in kardiyak otonom
noropatili hastalarda intrinsik sempatomimetik aktiviteye sahip beta blokerler ve klinik
olarak etkili dozlarda trisiklik antidepresanlar kullanilmamalidir. Ortostatik
hipotansiyonlu hastalar, postiiral semptomlar1 hafifletmek, fiziksel aktiviteyi tesvik
etmek ve hipotansiyona neden olan ilaglarin Kullanimindan kagimmak igin yeterli tuz
alimimi saglamaya dikkat etmelidir. Midodrin ve droxidopa, ortostatik hipotansiyonu
tedavi etmek igin kullanilabilir [14].

Gastroparezi tedavisinde gastrointestinal motiliteyi iyilestiren bir ilag olan
metoklopramid kullanilir. Metoklopramidin etkilerine dair zayif kanitlar ve
ekstrapiramidal sistemin yan etkileri nedeniyle 5 giinden fazla kullanmamanizi 6nerilir.
Opioidler, antikolinerjik ajanlar, trisiklik antidepresanlar, GLP1 agonistleri ve DPP4
inhibitorleri gibi gastrointestinal motiliteyi olumsuz etkileyen ilaglarin durdurulmasi da
gastrointestinal motiliteyi artirarak tedavide kullanilabilir [14].

Fosfodiesteraz tip 5 inhibitorleri esas olarak erektil disfonksiyonun farmakolojik
tedavisi i¢in kullanilir. Gerektiginde iiretrada prostaglandinler, vakum cihazlar1 veya
penil protezler kullanilabilir [14].

Bir calisma, diyabetik periferik néropatili hastalarda vitamin B12, metilforat ve
piridoksal fosfat kombinasyonunun etkilerini inceledi, ancak 6nemli etkiler gostermedi.
B12 vitamini eksikligi olan metformin alan hastalara metilkobalamin &nerilmelidir. B12
vitamini eksikligi ile iligkili noropatinin genellikle 250 pg / mL'nin altindaki

konsantrasyonlarda meydana geldigi goriilmiistiir [14].

2.6.  Patch clamp

Doku ve organlarin elektriksel uyarila bilirligi Faraday'dan beri bilinmektedir.
Motor sinirlerden gegen ve kaslari kasilan elektriksel pulslarin ilk kaydmi Lucas
olusturdu. Lucas’in egittigi Adrian dlgtimleri gelistirdi ve oncelikle bir osiloskopta bir
mikropipet elektrot ve bir termoionik valvden olusan bir amfi tarafindan elde edilen
sinyali gosterdi. Osiloskop, aksiyon potansiyelleri gibi yiiksek hizli sinyalleri kaydeden
ilk cihazdi. Adrian'in kesifleri ve yorumlari, giiniimiiz sinir bilim diinyasinin temellerini
atan ve 1932'de Nobel Odiilii'nii kazanan birka¢ tugladan biri oldu. Bu alandaki
arastirmalar, uyarila bilirlik mekanizmasin1 aydinlatmaya odaklanmistir. Uyarila

bilirligin temeline iliskin ilk agiklama, 20. yiizyilin baslarinda Bernstein’nin 6nerdigi

"membran kirilmasi" teorisine dayanmaktadir. Bernstein, uyaricit hiicre zarlarinin
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istirahat halinde potasyuma niifuz ettigini, ancak bu se¢iciligin uyarim {izerine
kayboldugunu ve diger iyonlarin niifuz etmesine izin verdigini 6ne siirdii. O zamanki
laboratuvar kosullarinda iyon kanallarini ayirmak ve etkinliklerini kaydetmek miimkiin
olmamistir. Neredeyse tiim deneyler, degisiklikleri gozlemlemek ve yorumlamak i¢in
cesitli tuz c¢ozeltileri veya sinir kas preparatt kullanilarak gergeklestirilebilirdi.
Osiloskoplarin laboratuvara girmesi ve yiiksek hizli sinyallerin giivenilir sekilde
kaydedilmesi bu alanda onemli adimlardandi. Biyoelektrik potansiyeller ve irettikleri
akimlar ¢ok kiiciikk ve zayifti. Bu nedenle, ikinci 6nemli adim olarak, 6zel kayit
cihazlarinin ve bu sinyalleri 6l¢mek i¢in yontemlerin gelistirilmesine odaklanildi. Bu
cihaz ve yontemlerin tarihsel gelisimine bakildiginda {i¢ grubun 6nemli 6lgiide katkilar
oldugu goriilmektedir. Bunlar; Ingiltere'den Hodgkin, ABD'den Cole ve Curtis,
Ingiltere'den Hodgkin, Rushton, Huxley ve Katz, Almanya'dan Neher ve Sakmann’dir
[17].

Sekil 2. 3. Patch clamp laboratuarimiz

Patch-clamp teknigi genellikle hiicre zari kanallarindan iyon akimlarini
incelemekte kullanilir. Bu modern ve elektrofizyolojik tekniktir [10]. Hiicreden hiicreye
degisen bir iyon kanalindan gecen birim akim pA seviyesindedir. Bu boyuttaki kii¢iik
bir akis1 kaydetmek, ortam ve sistem giiriiltiisii olan bir ortamda ¢ok zordur. 1 pA'lik bir
iyon akimint %10 dogrulukla tespit etmek i¢in sinyal kaynaginin direnci en az 2 GQ
olmalidir [18].

Iyonlarin hiicre fizyolojisindeki rolii 1880'de Ringer tarafindan aciklanmustir.

Denge iyon potansiyeli deneyi Nernst (1888) tarafindan yapilmistir. 1902'de Julius
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Bernstein, istirahat halindeki hiicre zarmin potasyum iyonlarina segici olarak niifuz
ettigini belirtti. Bernstein'a gore, potasyum iyonlart igin zar segiciligi, zarin
parcalanmasi nedeniyle zarin uyarilmasi {iizerine gecgici olarak kaybolur ve diger
iyonlarin kars hiicre zarindan difiize olmasina ve depolarize olmasina izin verir. Ayni
zamanda (1905), Herman, yiiksek elektrik direncine ve yiiksek kapasitansa sahip bir
zarla cevrili silindirik bir iletim ¢ekirdegine sahip bir akson modeli 6nerdi. Membranin
elektriksel ozelliklerinin deneysel ¢alismalari, Cole ve Curtis'in Wheatson kopriisiinii
kullanarak zarmn direncini ve kapasitansinmi 6lgmesi 1923'te basladi. Elde ettikleri
sonuglar, her hiicrenin 1 mF / cm2 kapasitansina ve disiik iletkenlige sahip bir zarla
cevrili oldukca iletken bir sitoplazmaya sahip oldugunu gostermektedir. Hiicre
zarlarinin elektriksel 6zellikleri, gelecekteki arastirmalar igin referans materyal sagladi.
1937'de Hodgkin, depolarize dalgalarin elektrik akimi seklinde tiretildigini gosterdi. Bu
sonuglar Harman'in kablo hipotezini desteklemektedir. 1939'da Cole ve Cortis, aksiyon
potansiyeli ateslemesi sirasinda iletkenlikteki degisiklikleri O6l¢mek wheatstone
kopriisiinii kullandilar. Elde edilen sonuglara dayanarak "potasyum elektrot hipotezi™
onerildi [19].

Patch clamp tekniginin 3 kurali var:
1- Pozitif akim hiicreyi depolarize eder ve negatif akim hiicreyi hiperpolarize eder.
2- Akim hiicrelerden gonderildiginde depolarizasyon ve hiperpolarizasyon igin
zaman gecer Ki, bu zamanda hiicrelerin kapasitansinin degistirilmesi gerekir.
3- Iyonlarin hiicre igine difiizyonu olmazsa hiicre zar1 potansiyeli degismez.

Hodgkin-Huxley modeli: Potasyum ve sodyum iyonlari, membran gecirgenliginin
kantitatif dlgiimleridir. iletkenlik, zar potansiyeli ve zamanmn bir fonksiyonudur. Bu,
uyarici hiicrelerin aksiyon potansiyellerini incelemek i¢in degerli bir aragtir [19].

PatchClamp, kanal boyunca akimi kaydederek, ©zel olarak hazirlanmis
mikroelektrot agzinin hiicre zari1 pargasinin bir sekilde yapistirilarak ve membran
potansiyelini sabit bir degerde belirleyerek bu kayitlari analiz etmek igin tasarlanmistir.
Isitma islemi sirasinda kesilen bir cam pipet, pipetin diger ucunu bir absorpsiyon
pompasiyla vakumlayarak hiicre zari ile yakin temas haline getirilir. Kontak parcasinda

(Gigaseal) elektrik direnci olusur.
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Sekil 2. 4. Giga seal elde edilmesi [18]

Patch-clamp seti asagidaki kisimlardan olusur:

i Osiloskop

kontrola

Basinc sistemi [ \
- . / L 2R
Kayit cen
Mikroskop 1
Titresim onleyici masa SOI;“."'—T';I"
Sekil 2. 5. Patch-clamp seti [18]
1- Alinmig olan biyopotansiyel kayitlarini yiikseltip, anlasilir hale sokan Patch
Clamp Amplifiers’ten.
2- Chart programu ile kayitlar1 alan bilgisayardan.
3- Pipet tutucununun ilk olarak hizli, sonradan ise hassas ve yavas hareket
ettirilmesini saglayan manipulatorlardan.
4- Gigaseal olusturulduktan sonra pipetin hafif hareketi zamani hiicre zarinin

yirtilmasina sebep olan titresimi 6nleyen masa ve Faraday kafesinden.
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Sekil 2. 6. Faraday kafesi [18]

5- Patch ¢emberi icindeki hiicrelere hiicre disi yollarla farkli sivi veya sivi

icerisinde ilag, norotransmitter madde aktarilmasi i¢in kullanilmig olan Perfiizyon

sistemlerinden.

6- Hiicrelerin goriintiilenmesi ve hiicre zari ile pipet ucunun patch clamp deneyinin

yapilmasi i¢in kullanilan Inverted mikroskop’tan.

vy ey iy

Sekil 2. 7 Pipet yapici puller [17]

7- Pipet yapic1 pullerden.

8- Calismanin ana konusuna gore degisik tipleri bulunan Glass pipettes’den [19].
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2.6.1. Patch-Clamp uygulamalar:

Patch-clamp uygulamalasi ¢alismalarin amacina, arastirmasi istenilen kimyasal,

kanal blokor veya ndrotransmitter maddeye gore 4 ¢eside ayrilmaktadir.

N /f;m o
Cell Attached (Hicre Omma;&: gasea
N7 ' 4 y -\ ]
/U
TR . - W

O '\V).’ )

Whole Cell (Tam Hiicre) Outside Out (Drs: Diganda) Inside Out (Igi Diganda)

Sekil 2. 8. Patch-Clamp Uygulamalar: [17]

1- Hiicre tizerinde (Cell attached- On cell): Bu uygulamada ilk adim isitilarak 1-5
mikron ¢apinda pipet ucu olusturmaktir. Ardindan mikroskop dairesindeki hiicreye
dokunulur. Pipetin kor ucundaki bir emici pompasi, hiicre zar ile pipet arasinda bir
vakum olusturur. Gegaohm (Gegaseal) diizeyinde bir akim {iretilir. Pipetin ucundaki
hiicre zarinin elektrotlarla temas eden kismi digerlerinden izole edilmistir. Membran
potansiyeli dogrudan hesaplanmaz, ancak hiicreden bagimsiz patch clamp yontemiyle
oOlgiiliir. Bu yontem, hiicre zar1 kanallarinin agilip kapanmasi ve ikincil haberciler ve
diger diizenleyiciler nedeniyle voltaj degisimleri incelenirken tercih edilir.

2- Tum Hiicre Kaydi (Whole-cell recording): Pipet ucuyla zara pompa ile vakum
yapilir, zar yirtilir. Sitoplazmanin voltaj degisimleri pipet elektrotlar ile olgiiliir. Pipet
ucu zarinin yirtilmasiyla pipet igerisindeki soliisyon hiicre sitoplazmasina gecer. Bu
zaman hiicre sitoplazmasi sivisi da pipet igerisine geger. Dengeli bir durum olusur. Bu
uygulamalarda hiicre zar1 tiim kalsiyum kanallarinin arastirilmasinda kullanilir ve
noronlarin hiicre zar kisimlaria kolayca girilmesini saglar.

3- Dis1 Disarida (Outside-out): Hiicrenin tiim hiicre kaydinda oldugu zaman,

hiicre zarmin digar1 koparilmast durumunda kayit alinir. Cember hiicre dis1 soliisyon

20



icerir. Pipet icerisinde hiicre igindeki soliisyon olur. Hiicre dis1 faktorlerin
ogrenilmesine ihtiyag duyuldugunda segilen bir yontemdir.

4- I¢i disarida (Inside-out): Manipulatdriin mikro ayarindan makro ayarma
alinmasiyla hizli geri ¢ekme hareketi yapilir, bu zaman hiicre zarinin disarn
koparilmasinda kayit alinir. Hiicre zar1 ve iyon kanallar1 hiicre zarindan digartya alinir.
Pipet ucundaki hiicre zarini1 tampon igerisinden ¢ikmamalidir. Pipet ucundaki hiicre zar1
parcacigi bilinmeyen nedenlerden dolayi ters donmektedir. Dis1 disarda kayit sisteminde
hiicre zarinin i¢i ve dis1 yerlerini degismez. Ancak i¢i disarida kayit sisteminde pipet
ucundaki hiicre zar1 yer degistirip dis1 iceriye ve i¢i disariya gelmektedir. Cember hiicre
dist soliisyon igerir. Pipet igerisi hiicre i¢i soliisyon igerir. Tekli kanal arastirmalarinin
uygulanmasi, bu yontemle arastirilabilir. Pipet ucundaki arada kalan kanallarin degisik
maddelere maruz kalmasi sebebiyle acilip kapanabiliyorlar. Hiicre i¢i organellere gerek

olmadig1 ve hiicre kanalin1 agan unsurlarin zarin iizerinde oldugu sonucu ¢ikarilir [19].

2.6.2. Son yillardaki patch-clamp sitemindeki gelismeler

Laboratuvarlarda HEKA firmasinin iiretdigi amplifier cihazi 10 y1l 6nceye kadar EPC7
modeliydi. Su anda, model EPC10 kullanimda. Bu cihaz tarafindan kaydedilen
biyoelektrik potansiyel daha anlamli bir formata déniistiiriiliir. istege bagl olarak patch
ampermetre uygulamalart ve 3 elektrotlu konfigiirasyonlar i¢in 6zel kapak
gereksinimleri karsilanmaktadir. Bakir levhay1 yerlestirmeden dnce patch gemberinin
uygun sekilde yerlestirilmesi ve tiim hiicre kayit sisteminin hiicreden kayit yapacak
sekilde yapilandirilmasi gerekir.

Pipet ucunu mumla kaplamak ve hiicrede sabit tutmak i¢in 6nce 25 mL'lik bir
behere az miktarda renkli mum koyulmali, beher mumu eritmek i¢in 1sitilmalidir.
Mikropipetin arkasini gelecek sekilde yaklasik 10 c¢m uzunlugunda 10 mL'lik bir
enjektoriin ucuna plastik bir serum tiipii takalir.

Tiip yerlestirildikten sonra enjektor ile vakum uygulanip, cam beher igerinse
konur. Elektrik gegirilerek eritilmis diizenek i¢indeki muma hizlica batirilip ¢ikarilir.
Ardindan mikroskop altinda polishing cihazi vasitasiyla mikropipet ucuna elektrik
verilerek mumun pipet igerisinden ¢ikmasi ve sonucunda pipetin ucunun agilmasi
saglanir. Bu zaman mikropipetin dis kismi mum ile kaplanmis olur. Hiicreye temas

edildiginde ise mum sayesinde pipetin hareketi en aza indirilmis olur.
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Pipet ucunun istenilen diizeye getirilmesi (polishing): Patch pipetin ucu 1-5 mm
arasinda olmalidir. Baz1 durumlarda pipet yapicilarin rezistanslarindaki zamana bagl
olan degisikliklerle istenilen diizeyde pipet ucu olusturamaz ve pipet uglar1 genis olur.
Bu da patch pipetinde 3-6 GOhm arasinda olmasi gercken hiicre zar1 direng (r-
membrane) degerlerini ¢ok yiiksek olmasina sebep olur. Bu durumlarda, pipetin sivri
ucu lehim makinesine benzeri 1sitma sistemine yakinlastirilarak ve 2-3 saniye kadar
1stya maruz birakilarak genis pipet ucunun istenilen diizeylere getirilmesi
saglanmaktadir.

Patch clamp uygulamasi sayesinde elektrofizyoloji yeni bir soluk aldi. Bu yontem,
hiicre zarlarindaki kanallarin yapisini, kanallarin nasil acilip kapandigmi ve cesitli
norotransmitterlere ve kimyasallara nasil tepki verdiklerini incelemek i¢in kullanilabilir.
Ozellikle patch clamp arastirmasimin rehberliginde, katyon kanallarmi dogrudan bloke
eden maddeleri incelemek oOzellikle onemlidir. Patch clamp uygulamalari, yakin

zamanda kesfedilen bir¢ok iyon kanalinin ¢alismasinda 6nemini korumaktadir [19].

2.7. Levatirasetam

Sekil 2. 9. Levetirasetam in kimyasal formiilii

LEV fokal ve jeneralize epilepsilerde tercih edilen, yeni kusak bir anti-ndbet
ilacidir. Etkisi merkezi sinir sistemi ve endokrin dokularda bulunan sinaptik vezikiil 2A
proteinine baglanarak gerceklesmektedir. Viicuttan eliminasyonu bdbreklerledir.
Sersemlik, yorgunluk, bulanti, bas agrisi, somnolans, davranis degisikligi, psikiyatrik
bozukluklar gibi genel yan etkileri, az sayida calismada ise LEV’in testesteron ve

Ostrojen sekresyonunu arttirarak endokrin fonksiyonlari etkiledigi tespit edilmistir [20].
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LEV’in ¢esitli hayvan modellerinde, prokonviilzan etkisi olmadan, parsiyel ve
primer jeneralize epilepsi ndbetlerine karsi korunmay1 arttirdigi belirlenmistir. Primer
metaboliti aktif degildir. insanlarda parsiyel ve jeneralize epilepsilerdeki etkinligi ile
LEV’in farmakolojik profilinin genis spektrumu dogrulanmistir [21].

LEV genis spektrumlu, iyi tolere edilen bir antikonviilzandir ve mekanizmada
noropatik agri yonetimi agisindan muhtemelen ilging oldugu sOylenmis bir etkiye
sahiptir [22]. Bu, genis bir etki spektrumuna sahip bir ilag sinifi olan pirolidon ailesine
ait ikinci nesil bir anti-epileptik ilagtir. Diger antiepileptiklerden farkli bir kimyasal
yaptya sahip olan LEV, geleneksel antikonviilzanlara kiyasla benzersiz bir farmakolojik
profile sahiptir [23-25].

LEV, 1980'lerin basinda, ikinci nesil bir nootropik ilac1 kesfetmeyi amaclayan bir
kimyasal takip programi sirasinda sentezlendi. 1999'da ABD Gida ve ilag Dairesi
tarafindan ve 2000'de Avrupa'da [26] miyoklonik nobetler, jiivenil miyoklonik epilepsi
veya primer jeneralize tonik-klonik nébetlerin kullanimi [27] i¢in onaylandi. LEV,
miikemmel bir farmakokinetik profil sergiledi ve ¢ok cesitli klinik olarak karmasik
durumlarda kullanild1 [26-29]. LEV, pentilentetrazol ve maksimal elektrosok modelleri
gibi akut hayvan nobet modellerinde antikonviilsan aktiviteyi kagirirken, kronik epilepsi
hayvan modellerinde gii¢lii bir nobet korumasi ve antiepileptojenik aktivite sagladigi
gozlemlendi [25, 30]. Cesitli epilepsi bi¢imleri igin, LEV’1n, monoterapi [31-34] ve
erken travma sonrasi nobetlerin [35-38] onlenmesine ek tedavi olarak onlemede etkili
oldugu kanitlandi. Yenidogan ndbetlerinde etkinligi ve giivenligi genis capta arastirildi.
[39-41].

LEV’in diger ilaglarla diisiik etkilesimi, uygun farmakokinetik 6zellikleri, yiliksek
tolere edilebilirlik kabiliyeti ve cesitli etki mekanizmalar biiyiik ilgi gérmiis ve klinik

aragtirmalar i¢in yeni yollar agmistir [42].

2.7.1. LEV'nin hiperaljezi iizerindeki etkileri

LEV'nin hiperaljezi hayvan modellerinde faydali 6zelliklere sahip olduguna ve
cesitli agrili merkezi veya periferik néropatik agrilardan muzdarip hastalarda etkili ve
givenli olduguna dair kanitlar vardir [25, 43-50]. LEV, inflamatuar agn
antihiperaljezik etkiler [51-53], kronik agri [54] ve noropatik agri [48, 55-57]
modellerinde etki sagladigin1 gosterse bile, spesifik etki mekanizmasi heniiz tam olarak

aciklanamamustir [23].
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LEV'nin iyi tolere edildigi ve multipl skleroz ile iligkili merkezi nropatik agri
tizerinde klinik olarak anlamli bir etki gosterdigi goriilmiistir [32, 57-60]. Ancak
multipl skleroz tarafindan indiiklenen santral noéropatik agrida LEV'nin etkileriyle ilgili
celiskili sonuglar bulunmustur [48, 58].

LEV'nin profilaktik veya semptomatik migren tedavisindeki etkinligi de birkag
arastirmada gosterilmistir [57]. Ayrica LEV’1n klinik olarak trigeminal nevraljide etkili
oldugu bulunmustur [61, 62].

Aragtirmacilar LEV'nin siyatik sinir ve omurilik iizerinde koruyucu etkileri
oldugunu acikladilar. Toplamda, diyabetik hastalarda noropatik agriy1 hafifletmek igin
LEV'nin kullanilmasi 6nerildi ve ayrica ¢ogu calismanin mekanizmalart tam olarak
tanimlamak igin hala gerekli olduguna isaret edildi [63].

Yine  diyabetik  noéropatide @ LEV  ile  ibuprofen/aspirin/parasetamol
kombinasyonlar1 termal nosisepsiyon agisindan degerlendirildi. Bir sinerjizm bildirildi
[64].

Diyabetik noropatinin kullanildigr baska bir calismada, LEV'in 6nemli bir
antihiperaljezik etki gosterdigi gosterilmistir (p<0,001) [55]. Enflamatuar agrida,
LEV'nin antihiperaljezik etkilerinin, en azindan kismen A tipi GABA, a2-adrenerjik
reseptorler, opioid ve serotoin (5-HT) ile baglantili oldugu gosterilmistir. 5-HT ve
noradrenerjik sistemlere ek olarak opioiderjik sistemin aktivasyonunun, LEV tarafindan
indiiklenen antihiperaljezinin, azalan inhibitor sistemin etkilesimine bagli oldugu
belirtilmistir [51].

LEV'nin lokal periferik antihiperaljezik ve ayrica anti-6dem etkileri de gdsterilmis
ve 5-HT, adrenerjik, opioid, adenosin ve GABA reseptorleri ve bunlarin alt tipleri ile
iliskilendirilmistir  [52]. Lokalize inflamasyonda hiperaljeziye gore, LEV'nin
nonsteroidal analjezikler (parasetamol, selekoksib ve ibuprofen) ve kafein ile iki ilag
kombinasyonunun etkileri degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gére arastirmacilar,
LEV ve nonsteroidal analjezikler/kafeinden olusan iki ilag kombinasyonunun
inflamatuar agr1 tedavisinde islevsel olabilecegini dne siirdiiler.

LEV'nin noropatik agri ile ilgili klinik etkinligi, elektriksel sinir stimiilasyonunun
kullanildig1 bir galismada tanitildi [47].

Sistemik olarak uygulanan LEV noéropatik agrili insan modelinde, epilepsideki
etkili dozlarla karsilastirilabilir bir doz araliginda antihiperaljezik etkiler gosterdigi

bulunmustur [30]. Yazarlar, noropatik agri hastalarinda, tercihen spesifik noropatik agri
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durumlarinda etkili olabilecek sekilde, LEV'nin terapdtik potansiyelini 6ne siirmiisler
[25]. Genel olarak antikonviilzanlarin etkinlik agisindan benzer etkiler gosterdigi kabul
edilmistir ve LEV bu agidan farkli goériinmektedir. Bu o6zelligi ile, ndropatik agri
sendromunun tipine goére LEV, muhtemelen etki mekanizmasindan ve orijinal
farmakolojik profilden ortaya ¢ikan bir 6zellikle belirli aktiviteye sahip ilk antiepileptik
ilag olarak gosterilmistir [30, 65, 66]. Epileptik ve noropatik agr1 modelleri arasindaki
doz araliginin benzerligi, antiepileptik tedavi i¢in kullanilan dozda LEV'nin kronik agr1
i¢in uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

LEV'nin termal uyarana karsi antihiperaljezik etkilerini degerlendiren baska bir
calismada, sonuglar, sadece noropatik hayvanlarda, ilacin doza bagh bir sekilde neden
oldugu 6nemli ve geri doniisiimlii bir azalma sergilenmistir. Elde edilen sonuglarin,
noropatik agr1 sendromlarinda LEV i¢in umut verici terapdtik potansiyelin
dogrulanmasina destek saglamasi Onerilmistir. Ayrica, Onceki calismalarda LEV
antinosiseptifinin etkileri de arastirllmis ve sigan periferik noéropati modelinde etkileri
gosterilmistir [25, 67, 68]. LEV'nin siganlarda anestezik kaynakli hiperaljeziyi azalttig
da One siiriilmiigtiir [44]. Ayrica, noropatik agrt modellerinde nosiseptif davranislari
iyilestirir [69].

LEV, eriskin hastalarda lokalize baslangi¢cli miyoklonik nobetlerin ve primer
jeneralize tonik-klonik ndbetlerin kombine tedavisi igin 1999'dan beri kullanilir. 2004
yilinda FDA tarafindan 4 yasindan biiylik ¢ocuklarda ve 2012 yilinda 1 ayliktan kiiciik
cocuklarda gozlenen fokal epilepsi i¢in kombinasyon tedavisinde kullanim igin
onaylanmistir. Etki mekanizmasi, diger antiepileptiklerin aksine, diger AEI'ler gibi Na*
ve Ca’ ile c¢alismaz. Mekanizma tam olarak aydinlatilamamis ancak, MSS'de
norotransmitter saliniminda rol alan sinaptik vezikiil proteini SV2A'ya spesifik olarak
baglanir ve bu proteinin Ca*? bagimli ekzositoz fonksiyonu uyguladigi, modiile ettigi
goriiliir. Gastrointestinal sistemden emilim neredeyse tamamlanir, 1-2 saat sonra
maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir ve plazma proteinlerine hafifce baglanir
(%10'dan az). Alinan miktarin %66-76's1 degismeden idrarla atilir. Geri kalani ise aktif
olmayan metabolitlere doniisiir.

Metabolizmasi CYP450 enzimlerinden bagimsiz olup eliminasyon yarilanma
omrii 5-6 saat, yashlarda 10-11 saatdir. Bobrek yetmezliginde yarilanma Omrii
uzamaktadir. Kararli durum plazma konsantrasyonuna, 2 giin giinde ii¢ kez kullanildig:

zaman ulagsmaktadir. Eliminasyonun CYP450 sistemi {izerinden olmamasi, ayni
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zamanda bu sistemle ilgili ilag etkilesiminin olmamasi olumlu kinetik 6zelliktir. LEV
genis antiepileptik ilag yelpazesine sahiptir.

Primer jeneralize tonik-klonik nobetleri, fokal ve sekonder jenaralize nébetleri ve
myoklonik nobetleri olan eriskin ve pediatrik epilepsi vakalarinda monoterapi ve
politerapi uygulanabilmektedir. Antiepileptik o6zelliklerinin yani sira epileptijeniteyi
etkiledigi bilinmektedir. Noroprotektif etkisinden dolay1 tercihen travma sonrasi
epilepsi tedavisinde kullanilir.

Erigkinler i¢in ortalama giinlik doz 2000 mg olup, 3000 mg/giine kadar
arttirilabilir. Optimum terapdtik serum seviyesi 12-46 pg / Mi'dir. Agizdan LEV’i
alamayan yatan hastalar i¢in 100 mg/ml LEV igeren soliisyonlar veya damardan
verilebilecek enjektabl formiilasyonlar vardir. LEV tolere edilebilir bir ilag olarak kabul
edilir, ancak terapdtik dozlarda alindiginda g¢esitli yan etkilere neden olabilir.
Yorgunluk, uyusukluk, bozulmus motor koordinasyon, sinirlilik, huzursuzluk ve agresif
davranig gibi merkezi sinir sistemi yan etkileri sik goriiliir ve tedavinin baglamasindan
sonraki 4 hafta icinde meydana gelebilir. Kalp, karaciger veya sindirim sistemi tizerinde
ciddi yan etkisi yoktur. Ayrica nazofarenjit, bas agrisi, kaza sonucu yaralanma, kusma,
istahsizlik, oksiiriik, konusma bozuklugu, uyusukluk, konsantrasyon kaybi, giigsiizliik,
halsizlik, unutkanlik, uyku siiresinde artis, uyku siiresinde azalma, riiyalarda artis,
duygusal kayitsizlik, distonisi olan hastalar rijidite, hipokinezi, akinezi, hiperkinezi,
tremor, akatizi, epileptik nobetler, felg, tiikiirik salgisinda artig, tikiirik salgisinda
azalma, agiz kurulugu, bulanti, ishal, kabizlik, gece eniirezisi, poliliri, polidipsi, bas
donmesi, dokiinti, kilo kaybi, kilo alimi1 yan etkiler nedeniyle izlenir. Gebelik kategorisi

FDA tarafindan C olarak belirlenmistir.
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3. METODOLOJI
3.1. Yontem

DRG diseksiyonu i¢in 150-200 gram agirhigindaki 8-12 ayhik erkek veya disi
Sprague Dawley si¢anlar kullanildi. Yapilan calisma i¢in deney hayvanlari Anadolu

Universitesindeki Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Birimi’nden alinmustir.

A“f*s

Sekil 3. 1. Sprague Dawley si¢an

Sicanlar deneyler oncesinde 18-25°C’de, iyi havalandirilmis ve 12 saat
gece/glindiiz aydinlatmasi olan odalarda barindirildi. Beslenmeleri amaciyla standart
yem pelletleri kullanildi. Bu siiregte istedikleri kadar yem ve su tiikketmelerine izin
verildi, bakimlar1 saglandi. Calismamiz, Anadolu Universitesi Farmakoloji Anabilim
dal1 laboratuvarinda sicaklik ve nemi sabit bir ortamda, 09.00- 16.00 saatleri arasinda
her giin yapildi.

Her deney grubundan elde edilecek 6l¢iim sayisi (hiicre sayisi) 17- 25 olarak
belirlendi. (Kullanilacak hayvan sayis1 grup basina n=6, her gruptaki 6 hayvandan elde
edilecek toplam 17-25 DRG noronundan 6lgiim gergeklestirildi). Test maddesi chamber
icine uygulanacak olan gruplardaki her bir hayvanin DRG’lerinden elde edilen
noronlarin anlamli bir oran1 diyabetik kontrol grubu olarak kullanildi [70, 71].

Primer hiicre kiiltiirii, enzimatik ve fiziksel ayrisma ile alindi. Diyabet modeli ise i.v.
streptozosin enjeksiyonu ile olusturuldu.

Hayvanlara Once Streptozocin ve Sitrat buffer karisimi verildi. Karigimi

hazirlamak igin 155,2 mg Streptozocin 5.06 sitrat buffer eklendi.
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3.2.  Sitrat Tamponu (pH 3.0 ila 6.2) Hazirlama ve Tarif

Sitrat tamponlari, baz hidrolizini 6nleme yeteneklerinden dolay1 RNA izolasyonu
icin kullanilabilir. Tampon ayrica, antijenler ve fiksasyon ortamindaki herhangi bir
madde arasindaki ¢apraz baglar1 kirarak antijen tespiti i¢in de kullanilir. Sitrat tamponu,
arka plan sinyaline katkida bulunmadan leke yogunluguna yardimci olabileceginden,
immiinofloresan boyama uygulamalari i¢in popiiler bir se¢imdir. Biyolojik arastirmalar
ve patoloji dahil klinik uygulamalar i¢in popiiler bir se¢cimdir ve diyaliz etkinligini

hafifce iyilestirdigi gosterildiginden tip alaninda artan bir role sahiptir. Oda sicakliginda

3 aya kadar raf dmrii vardir.

Tablo 3. 1. Sitrat tampon i¢in gerekli bilesenler.

Bilesen Miktar Konsantrasyon
Sodyum Sitrat dihidrat (294.10 g/mol) 25,703 g 0.0874 milyon
Sitrik Asit (192.12 g/mol) 2421¢ 0.0126 milyon

o b w N

Uygun bir kapta 800 mL distile su hazirlanir.
Cozeltiye 25.703 g Sodyum Sitrat dihidrat eklenir.
Cozeltiye 2.421 g Sitrik Asit eklenir.

Hacim 1 L olana kadar distile su eklenir.

HCI veya NaOH kullanarak ¢6zeltiyi istenen nihai pH'a ayarlanir.

Sekil 3. 2. Streptozotosin tartilmasi
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Sekil 3. 3. Vorteks cihaz

Vorteks cihazinda karigtirilir. Coziilme tam gerceklesmezse ultrasonla karistirilir.

Daha sonra STZ hayvanlara intravendz yapiliyor.

Sekil 3. 4. Kuyruk veninden hayvana STZ verilmesi

Diyabet olusturulacak sigan gruplart bir gece ag¢ birakildi. Ertesi giin kuyruk
venlerinin i¢gine 55 mg/kg tek doz STZ uygulandi. Uygulanan STZ, pH=4.5, 0.1 M sitrat

tamponu icerisinde hazirlandi. STZ enjeksiyonu yapildiktan sonra hiperinsiilinemiyi ve
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hipoglisemik soku azaltmak veya dnlemek amaciyla siganlarin bulundugu kafeslere 5

mmol/L glukoz soliisyonu igeren suluklar yerlestirildi [72].

Sekil 3. 5. Kuyruk venozunun aranmasi

Enjeksiyon yapildiktan 72 saat sonra kan ornekleri alindi. Bu orneklerden
Glukotrend® (Roche, Basel, Isvigre) ile kan sekeri olgiimleri yapildi. Kan glukoz
diizeyi 300 mg/dL iizerinde ¢ikan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi.

Sekil 3. 6. Kuyruktan kan alimi
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Sekil 3. 7. Kan sekeri 6l¢iimii

Diyabetik siganlarin kontrolii olarak kullanilan saglikli si¢anlara intravendz (i.v.)
olarak ayni hacimde sitrat tamponu enjekte edildi. Diyabet olusturulan deney
hayvanlarinda periferik noropati gelisimi i¢in 4 hafta siire ile beklendi [73]. STZ alan

hayvanlara 1 litrede 5mIm glikoz 24 saat verildi.

3.3.  Agni Deneyleri

STZ enjeksiyonu ile diyabet modeli olusumundan 4 hafta sonra noropati varligi in

vivo agri deneyleri ile tespit edildi.

Mekano-taktil allodini elektronik Von Frey cihazi ile degerlendirildi. Siganlar
cihazin parcasi olan yiikseltilmis metal bir 1zgara (bosluk dl¢iiler 1cm2) olan platform
izerinde, bireysel plastik kafeslerde ortama aligmalar1 i¢in 6l¢iimler oncesi 15 dak —
kesfetme davranisi sonlanadek bekletildi. Sag pencede orta plantar bolgeye dik olarak,
artan kuvvet ile filamentin sert ucu bastirildi, penge ¢ekme davranmisinin gerceklestigi
kuvvet sistem tarafindan otomatik olarak tespit edilip kaydedildi ve agri1 esiginin
belirteci olarak kabul edildi [74]. 50 g kuvvet son degerdir. Her bir testte 3 l¢iimiin

ortalamas1 alinmastir [75].

Termal hiperaljezi Hargreave’s apparati ile degerlendirilmistir. Deneklerin arka

pencelerine radyant 1s1 uygulamasini igerir. Penge ¢ekme siiresi kaydedilmekte ve
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degerlendrilmektedir. Plantar test cihazi kullanilir. Bu cihaz (Ugo-basile, 37370,
Verase, Italya), cam zemin iizerinde yerlestirilen 17x69x14 cm boyutunda 6 adet
pleksiglas bélmeden ve cam zeminin altinda konumlandirilmis mobil bir radyan 1s1
kaynagindan ibaretdir. Bu cihazdaki deneyler penge hasarmin olmamasi igin 1s1 30

saniyeden daha uzun siire uygulanmamustir [76].

3.4. Birincil DRG Hiicre Kiiltiirii

Hayvan anestezisi i¢in sirasiyla 90 (mg/kg) ila 10 (mg/kg)5 oraninda 1 ml/kg
ketamin ve ksilazin karigtiminin intraperitoneal enjeksiyonu kullanildi tam anestezinin
etkili olmasi i¢in 5-8 dakika siire verildi.

Hayvanin tamamen anestezi altina alindigindan emin olduktan sonra,
dekapitasyon gergeklestirildi, daha sonra sirt derisinin bir insizyonu ile vertebral kolon
aciga ¢ikarildi, sonra ¢ikarildi ve 5 dakika boyunca buz gibi soguk PBS ile doldurulmus
50 ml'lik bir tiipe aktarildi [42, 77, 78].

Sekil 3. 8. Vertebral kolon

Steriliteyi saglamak ve kontaminasyonu onlemek ig¢in, vertebral kolonun
tasinmasi, DRG'lerin ¢ikarilmas: ve ganglionlarin mekanik sindirimi bir laminer akis

kabini altinda gergeklestirildi. Vertebral kolon, 4°C'de DMEM  soliisyonu ile
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doldurulmus petri kabina yerlestirilir, daha sonra vertebral kolonun merkez hattindan
simetrik iki par¢aya kesmek i¢in iri makas kullanildu.

Omuriligin dikkatli bir sekilde ¢ikarilmasindan sonra, DRG'lerin toplanmasi, yayli
cimbiz kullanilarak gergeklestirildi ve elde edilen bireysel ganglionlar, DMEM-

Penisilin-Streptomisin ile doldurulmus bir petri kabina yerlestirildi.

Sekil 3. 9. Vertebral kolonun kesilmesi

Hiicre kiiltiirtinde enkaz ve diger hiicre tiplerini 6nlemek i¢in elde edilen DRG'ler
projeksiyonlardan miimkiin olan en yiiksek diizeyde temizlendi ve cerrahi bir Lancet ve

iris makasi kullanilarak yapistirildi [42, 77, 78].

Sekil 3. 10. Dorsal kék ganglionlar
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Enzimatik sindirim- elde edilen temiz gangliyonlar, 1 ml DMEM-Penisilin-
Streptomisin iginde ¢Oziilmiis 2 mg kolajenaz tip IV iceren bir Eppendorf tiipline
aktarildiginda enzimatik sindirim baglatildi ve ardindan 45 dakika 37°C'de ve %S5
CO2'de inkiibe edildi.

Ik inkiibasyon periyodunun bitiminden sonra siipernatan atildi ve PBS ile 3
yikama dongiisii (siipernatanti atin, 1 ml PBS ekleyin, 30 saniye santrifiijleyin) yapildi,
sonra yikandi. Ganglionlarin resiispansiyonu her 10 dakikada bir gergeklestirildi.
Ardindan yikanmis ganglionlar 1 ml DMEM-Penisilin i¢ine yerlestirildi.

Ganglionlar, 100 ul %0.25 tripsin igeren 1 ml DMEM-Penisilin-Streptomisine
yerlestirildi ve 3 dakika sonra DRG'lerin yeniden siispansiyonu ile inkiibe edildi.
DMEM ile 3 yikama dongiisti daha (siipernatanti atin, 1 ml DMEM ekleyin, 45 ila 60
saniye santrifiijleyin) gerceklestirildi. Ganglia soliisyonu igeren toplam 2 ml DMEM
hacmi elde edildi.

Daha sonra Eppendorf tiipiindeki tripsinle sindirilmis DRG'lere 1 ml DMEM ilave
edildi, daha sonra ganglion soliisyonu iceren toplam 2 ml DMEM hacmi elde etmek i¢in

1 ml DMEM igeren 15 ml'lik bir sahin tiipiine aktarildi1 [42, 77, 79].

Sekil 3. 11. Elde edilen DRG hiicre siispansiyonunun mikroskopta goriintiisii
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Mekanik sindirim, kesikli 1 ml mavi u¢la dakikada 4 kez, kesilmemis 1 ml mavi
ucla 5 dakika, ardindan insiilin siringasindan 3 kez ¢ok yavas gecirilerek 5 dakika
stireyle hafif bir pipetleme ile ardisik olarak gergeklestirildi [77] (Mekanik sindirim, 6-
8'lik nazik pipetlemelerle ardisik olarak gerceklestirildi).

Elde edilen DRGs hiicre siispansiyonu, 1 ml hiicreler i¢in 12.5 ml olarak DMEM-
Penisilin-Streptomisin + FBS'ye aktarildi [77, 78].

Elektrofizyolojik kayitlar yapilmadan once hiicrelere 2-3 saat dinlenme araligi
verildi.

Elektrofizyolojik deneyler oda sicakliginda (18-20 °C) Patch clamp tekniginin
tim hiicre teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. LEV, PBS icinde ¢6ziildlii ve stok

¢ozelti, standart harici ¢ozelti ile seyreltildi.

Sekil 3. 12. Hiicrenin patch clamp kayd: sirasinda goriiniimii
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3.5. Patch-Clamp Kayitlar1 icin Kullamilan Coziimler
3.5.1. Patch clamp kayitlar

Patch clamp tekniginde akim kayitlar1 i¢in kullanilan dahili soliisyon (pipet
soliisyonu) ve bilesenlerinin konsantrasyonlar: (Tablo 3. 2.’te listelenmistir), pH KOH

ile 7.2'ye ayarlanmstir [80].

Tablo 3. 2. Akim kayitlar: igin pipet ¢oziimii (dahili soliisyon i¢in)

Dahili soliisyonun igerigi (310 mOsm) Konsantrasyon (mM)
KCI 140

NaCl 10

MgCl> 2

CaCl2 0.1

HEPES Acid 10

EGTA 1.1

D-glucose 3

Gerilim modunda akim kayitlar1 ig¢in kullanilan harici soliisyon (banyo soliisyonu) ve
bilesenlerinin konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’te listelenmistir, pH NaOH ile 7.3'e

ayarlanmistir.

Tablo 3. 3. Akim kayitlar i¢in pipet ¢oziimii (harici soliisyon igin)

Harici soliisyonun igerigi (320 mOsm) Konsantrasyon (mM)
NaCl 140

KCI 3

MgCl; 1

CaCl> 1

D-glucose 10

HEPES Acid 10
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3.6.  Patch clamp tekniginin uygulanmasi

Patch clamp olglimleri, 4 ila 6 saatlik hiicre dinlenmesinden sonra birincil
ayrismis DRG hiicre kiiltiirii tizerinde gergeklestirildi.

Elektrofizyolojik deneyler oda sicakliginda (18-20°C) patch clamp tekniginin tiim
hiicre teknigi (whole cell method) kullanilarak c¢aligildi. Tim hiicre kayit
konfigiirasyonuna kaydedildikten sonra Ol¢iimler gerceklestirilmeden 6nce noronlar,
dengeli hale gelmeleri igin 5 dakika boyunca bekletildi. 3-9 MQ rezistansh pipetler ve
mikroelektrot puller kullanildi. Tiim hiicre patch clamp kayitlar1 pPCLAMP versiyon 7.0
iceren bilgisayara bagli Axoclamp 200B amplifikator ile elde edildi. Test maddelerinin
uygulanmasi ekstraselliiler ortama pinomatik basing enjeksiyon sistemi ile diisiik

basingta ve kaydedilen hiicrenin 50-100 um uzagindan kor pipet ile gerceklestirildi [81].

Sekil 3. 13. Patch clamp cihazi

Stok soliisyon standart harici soliisyon ile 100 uM ve 10 uM ve 0.1 uM dozlarda
seyreltildi.

Test maddelerinin uygulamasi, kaydedilen hiicreden 50-100 pm uzaklikta
ekstraselliiler soliisyona yapilmistir [84, 85].

Deneylerde kullanilan elektrofizyolojik techizatin resmi  Sekil 3.13'te

gosterilmektedir.

3.6.1. Patch clamp kayitlarinin almnmasi

Akut ayrigmis DRG hiicrelerinden iyon akimlarini kaydetmek igin tiim hiicre

konfigiirasyonunda patch clamp kayitlart yapildu.
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Ince Duvar Borosilikat Cam pipetler kullanilarak olusturuldu (Sutter Instrument
BF150-110-10). P-97 Mikropipet Cektirmesi (Sutter Enstriimani) tarafindan gekilen
Patch clamp kayitlar1 igin ~ 2-5 MQ'luk son pipet direncine kadar dahili ¢6ziim ile
dolduruldu.

Tiim hiicre konfiglirasyonuna gegis, agiz yoluyla veya 1 ml'lik siringa kullanilarak
uygulanan negatif basingta yapildi, tiim hiicreye gecis, seri direngte yaklasik 10 MQ'a
kadar biiyiik bir diisiis ve membran kapasitansinin artmasi ile isaretlendi.

Kayitlar oda sicakliginda ergeklestirilmistir [85].

Membran potansiyeli -60 mV'a kenetlenir. Sonra 300 ms i¢in 0 mV'ye depolarize
edici darbeler kullanildi. Akim-voltaj iliskileri (IV-egrisi), -60 mV'den +80 mV'a 10
mV'lik artiglarla depolarizasyon adimlar1 kullanilarak elde edildi.

Membran potansiyeli -60 mV'a kenetlendikten sonra 300 ms igin 0 mV'ye
depolarize edici darbeler kullanildi. Test kimyasali, 0 mV9'a kadar c¢oklu
depolarizasyon adimlarina yanit olarak kararli bir disa dogru akim elde edildikten sonra
uygulandi.

Test Kimyasali, 0 mV [85]'e kadar ¢oklu depolarizasyon adimlarina yanit olarak
kararli bir disa dogru akim elde edildikten sonra uygulandi.

Akimlar, Windows 10'da kurulu olan ve voltaj kiskag modunda kullanilan
Integrated Patch Amplifier (IPA) (Sutter Instrument) ve SutterPatch Veri Toplama ve
Analiz Yazilimmin (SutterPatch 2.0.4) tek bir baslik versiyonu kullanilarak kaydedildi.

Veriler 25 kHz'de 6rneklendi ve IPA'nin yerlesik filtresi kullanilarak 5 kHz'de
filtrelendi. Elektrot kompanzasyonu ve seri direng kompanzasyonu, yazilimdaki
otomatik kompanzasyon segenegi kullanilarak otomatik olarak uygulandi.

Veriler ayn1 yazilim kullanilarak analiz edildi (SutterPatch 2.0.4).

3.7.  listatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, GraphPad InStat 3 (Deneme) ve OriginPro 9.8.0.200
(Ogrenme Siiriimii) kullanilarak yapild.

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde verilmistir. Aksiyon
potansiyeli degerlendirilirken eslestirilmemis Student’s t test 7 kullanildi. Potasyum
akimi Olgiimlerinde eslestirilmis Student’s t test ve tek-yonli ANOVA prosediirii
kullanildi. ANOVA ve post hoc analiz (Tukey) ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Diyabetik Noropati Olusumunu In Vivo Test Edilmesi
Noropati olusumu Hargreave’s ve e-Von Frey testleri ile STZ enjeksiyonu sonrasi

4. haftada test edilmistir.

Hargreave's

25+
E3 Saglikh kontrol grubu

Diyabetik grup

Pence ¢ekme siiresi

e-Von Frey

50+
E3 Saglikh kontrol grubu

Diyabetik grup

Pengeye uygulanan kuvvet (g)

Sekil 4. 1. Diyabetik noropati olusumunun in vivo agri deneyleri ile tespiti. Termal hiperaljezide
Hargreave’s, mekanik allodinide e-Von Frey testleri kullaniimigtir. One-way ANOVA
ardindan Sidak testi ile ¢oklu karsilastirma yapilmistir. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. p<0.5 degeri anlamli kabul edilmistir. * sembolii p<0.01 anlamina gelmektedir.
(n=18)

4.2. Patch Clamp Deney Sonuclar:
Calismamizda LEV 3 dozaji kullanilmistir: 0,1 uM; 10 pM; 100 puM. Asagidaki
grafiklerde her 3 dozajda da aldigimiz sonuclar gosterilmistir. 100uM dozajda beklenen

etki gozlemlenilmistir.
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degerlerine gore pik akimlarin gosterimi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P<0.05
degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. (n=>5)
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Sekil 4. 3. 0.1 uM LEV uygulamasimin kanal iletkenligi iizerine etkileri. Membran potansiyeli
degerlerine gore kanal iletkenlik degerlerinin gosterimi. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. (n=>5)
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Sekil 4. 4. 10 uM LEV uygulamasinin disa yonelik K* akimlart tizerine etkileri. Membran potansiyeli

degerlerine gore pik akimlarin gésterimi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P<0.05
degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. (n=5)
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Sekil 4. 5. 10 uM LEV uygulamasinin kanal iletkenligi iizerine etkileri. Membran potansiyeli degerlerine

gore kanal iletkenlik degerlerinin gésterimi. Veriler ortalama = SEM olarak verilmigtir.
P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. (n=5)
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Sekil 4. 6. 100 uM LEV uygulamasimin disa yonelik K* akimlart iizerine etkileri. Membran potansiyeli
degerlerine gore pik akimlarin gésterimi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P<0.05
degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. (n=10)
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Sekil 4. 7. 100 uM LEV uygulamasinin kanal iletkenligi iizerine etkileri. Membran potansiyeli
degerlerine gore kanal iletkenlik degerlerinin gosterimi. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. (n=10)
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Kontrol hiicrelerinden ve 100 uM dozda LEV uygulamasindan sonra membran
potansiyeline gore K* kanallarinin iletkenligi yukarida gosterilmektedir. LEV (100 uM),
K* akimlarinin maksimum iletkenligini (n=10; p<0.05) onemli 6l¢lide azaltti. Veriler,

ortalama degerler = S.E.M olarak temsil edilir.
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Sekil 4. 9. LEV 100 uygulamasindan sonra Kontrol akim
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S. TARTISMA VE SONUC

Agri, yasam kalitesini diisiiren ve radikal tedavisi olmayan bir durumdur.
Diyabetik noropati prevalanst Onemlidir ve yeni farmakoterapotik yaklagimlar
gelismektedir. Diyabetik noropatide iyilestirici  etkilerin  ve mekanizmalarinin

farmakolojik ajanlarla saptanmasinin 6nemli oldugu vurgulanmastir.

LEV olan ilgi son dénemde artmus, gesitli arastirmalar yapilmistir. Oncelikle
epilepsiyi tedavi etmek icin kullanilan yeni bir antikonviilsan ajan olan LEV, agr
tedavisinde kullanilmigtir, ancak bu etkinin hiicresel mekanizmas1 belirsizligini
korumakta idi. Agr1 hissinin homeostazin siirdiirilmesindeki endise verici roliine
ragmen, kronik agri saglikla ilgili yasam kalitesi acisindan g¢ok Onemli bir klinik
durumdur. Kronik agr1 prevalansi diinya capinda yiiksektir ve yalmzca ABD'deki
niifusun yaklagik %30'unu etkiler. Noropatik agri, otuz yasin {izerindeki her 10
yetiskinden 1'inde ortaya ¢ikabilir, ndropatik sirt agrist en yaygin olanidir, bunu
diyabetik ndropati ve postherpetik nevralji izler. Bazi agrili durumlar agri klinigi
alaninda direncli semptomlar gosterir, ¢linkii nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar ve
hatta opioidler gibi genel analjezikler bu agr1 sendromlarinin yonetiminde siklikla
etkisizdir. Bu nedenle, yardimci ilaglar, ozellikle noropatik agrida kronik agrinin
tedavisi i¢in uzun siiredir klinik olarak kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda ¢ok sayida
hasta agridan muzdarip olmasimna ragmen, giiniimiizde agr1 i¢in ideal olarak etkili,
giivenli ve bagimlilik yapmayan bir tedavi mevcut degildir. Bu nedenle, kronik agrili
durumun tedavisi i¢in daha 1yi tedavi seceneklerinin gelistirilmesi gerekir.

LEV'nin hiicresel etki mekanizmasina iliskin  olduk¢a sinirli aragtirmalar
bulunmaktadir. Diger AED'lerin aksine LEV, hipokampal noronlardaki ndronal voltaj
kapili Na*ve T-tipi Ca?* kanallarini etkilemez. Klasik AED'ler noronal voltaj kapilt
Na* ve T tipi Ca? * kanal akimlarin1 modiile eder. LEV, GABA-A akimi azaltmis, N tipi
ve kismen P/Q tipi yiiksek voltajli aktif Ca? * kanallarin1 modiile edebilmistir.

Antiepileptik ilaglarin  (AED'ler) kronik agr tedavisinde etkili oldugu
gosterilmistir. LEV, epilepsi tedavisinde belirli ndbet tiplerini kontrol etmek i¢in yeni
bir AED'dir. Ayrica hayvan modellerinde ve insan ¢alismalarinda LEV'nin analjezik
etkileri hakkinda raporlar vardir. LEV, onu klasik AED'lerden ayiran birka¢ benzersiz
ozellige sahiptir. LEV, AED'ler arasinda farmakokinetik, ilag etkilesim potansiyeli, yan
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etkiler ve dozlama dikkate alindiginda avantajli olmasinin yani sira agri yonetiminde
yiiksek etkinlik ve tolere edilebilirlige sahiptir.

Periferik duyu néronlarinin yaralanmasini takiben agr1 ortaya g¢ikabilir. Dorsal kok
ganglion (DRG) noronlari, nosiseptif sinyallesmede ¢ok 6nemli bir rol oynar [86]. Son
yillarda, duyusal noronal model, olasi agr1 tedavisi ilaglart {izerine arastirmalar igin
yaygin olarak kullanilmaktadir [87]. Birgok c¢alisma, periferik sinir yaralanmasini
takiben ligand ve voltaj kapili iyon kanallarinin ekspresyonunu ve fonksiyonunu igeren
DRG'nin fonksiyonlarindaki degisikliklere odaklanmustir. Bu nedenle, DRG'deki bu
kanallar, analjeziklerin  gelistirilmesi  igin  kilit hedefler olarak  kabul
edilir. Antagonistlerin voltaj kapili kalsiyuma uygulanmasikanallar N, P/Q ve L tipi
kanallarin bloke edilmesinin agriy1, allodiniyi ve hiperaljeziyi azalttigini gosterdi [88].
Bu caligmanin amaci, yeni antiepileptik ajan LEV'nin izole duyu néronlarindaki olasi
analjezik  etki  mekanizmalarini tam hiicre patch  clamp ve kalsiyum goriintiileme
teknikleri kullanarak arastirmakti [81].

Yeni AED LEV'nin olasi etki mekanizmasini arastirmay1 amaglayan bu tam hiicre
yama kelepgesi ve kalsiyum goriintiileme ¢alismasinin  sonuglari, LEV'nin
membran hiperpolarizasyonuna ve kalsiyum sinyallemesinin inhibisyonuna neden
oldugunu ortaya koydu. LEV tarafindan dinlenme durumundan doza bagh
membran potansiyel hiperpolarizasyonlarinin ters potansiyelleri daha negatife
kaymigtir, bu da LEV'nin esas olarak K * iletkenligini aktive ettigini gosterir. Bu
nedenle, K* kanallarinin acilmasinin LEV ile indiiklenen membran
hiperpolarizasyonuna katkida bulundugu sonucuna varildi. Kanallar daha fazla
karakterize  edilmedi. Potasyum  kanallarinin ~ agilmasi,  konsantrasyonlarinda
depolarizasyona  baglh  artista  ikincil  degisikliklere  neden  olabilecek
membran potansiyelini  hiperpolarize  eder. Bu nedenle, kalsiyum  goriintiileme
deneylerinde LEV, KCI- depolarizasyonun inhibisyonuna neden olmasina ve
[Ca?*]’de artisa neden olmasina ragmen, membran potansiyeli degisikliklerinin
LEV'nin [Ca?*] sinyali  iizerindeki  inhibitor etkisi iizerindeki  etkisini  dislamak
zordur. Bununla birlikte, her iki etki de bu periferik duyusal duyularin uyarila
bilirliginin inhibisyonuna aracilik eder.

Sonug olarak, mevcut veriler AED LEV'nin analjezik etki mekanizmasi i¢in kanit
saglar. Halihazirda bu ilacin nosiseptif sinyal mekanizmasinin belirlenmesi, daha fazla

analjezik i¢gorii elde edebilir [81].
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Bagska bir doktora ¢alismasinda- kronik konstriiksiyon hasart modelinde LEV’in
zaman ve doza bagl antihiperaljezik etki gosterdigi goriilmiistir. Bu etkilere
norotenserjik ve kanabinoiderjik katilim, antagonistlerin 6n uygulamasi ile arastirilmis
ve her iki sistem ic¢in de Onemli bir katilim tespit edilmistir. Elektrofizyolojik
calismalarda, LEV’m -130 ile -90 mV araligindaki hiperpolarize membran
potansiyellerinde aktif olan bir ya da birden fazla akimi tetikledigi belirlenmistir.
Bulgular HCN, Kji veya GIRK kanallarinin olas1 katilimini gostermistir. LEV ve
tirevleri noropatik agrinin  farmakoterapisinde alternatif segenekler olarak
degerlendirilmelidir. Elde edilen sonuglar, ndropatik agrinin tedavisi icin LEV
tiirevlerine yonelik yeni ilag gelistirme ¢aligmalarina onciililk edecek nitelikte olmustur
[89].

Diyabetik noropati modelinde yaptigimiz ¢alismada hiicrelere LEV uygulamasinin
iletkenligi azalttig1 gozlendi. Bu azalma, aktif kanallarin sayisindaki bir azalmadan, agik
durum olasiligindaki bir degisiklikten veya kanalin sinyal genliginden kaynaklanabilir.
K* kanali aktivasyonunun inhibisyonu, hiicrenin azaltilmis bir uyarilabilirligine yol
agar. Bu, voltaj kapili Na* kanallarini inaktive eden depolarizasyon iireterek ya da AP
repolarizasyonunu yavagslatarak ve boylece atesleme hizin1 azaltarak meydana gelebilir.
Bununla birlikte, bu calismada sunulan veriler LEV'nin olas1 analjezik etkilerini
vurgulamaktadir. LEV'nin antihiperaljezik etkileri, iyon kanallar1 {zerindeki
etkilerinden DRG diizeyinde ortaya ¢ikabilir.

DN sendromunda radikal tedavi heniiz kesfedilmemistir. Noropatik agrida etkili
olan ilaglarin etki mekanizmalarinin incelenmesi radikal tedavi saglanmasi ve daha iyi
bir farmakoterapotik yaklasim gelistirilmesi siirecinde Onem tagimaktadir. Bu proje
kapsaminda gerceklestirilen ¢alismanin bagarili sonucunda, Tiirkiye’de klinik kullanimi1
bulunan LEV’in spinal diizeyde etki mekanizmalart aydnlatilmis oldu. Bdylece
farmakolojik profili ayrintilandirilmis olan, Ongoriilen sonuclar elde edilmistir.
Terapotik yaklagimlarda ilag se¢imleri degerlendirilirken goz oniine alinacak preklinik
veriler elde edilmistir. LEV tiirevlerinin degerlendirildigi yeni ilag gelistirme
caligmalarina yol gdsterici bulgular alinmistir. Ayrica saglikli deney hayvanlari ile DN
olusturulan hayvanlar arasindaki patofizyolojik farklilik vurgulanmig ve ileri

calismalarda arastirmacilarin géz oniine alacagi sonugclar literatiire kazandirilmistir.
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