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OZET

GLIOBLASTOM VE NOROBLASTOM iN VITRO HUCRE
KULTURLERINDE ANTIEPILEPTIKLERIN MIiTOTIK
PROLIFERASYON UZERINE ETKILERI

Dr. Zeynep Vargiin, Uzmanlik Tezi, Noroloji Anabilim Dali,

Danisman: Dog. Dr. Ozlem Kayim Yildiz, 2014, 90 Sayfa

Beyin tiimorlerinde direkt yayilim, metabolik ve vaskiiler etkiler ile hastaligin
herhangi bir doneminde (ameliyat oncesi, ameliyat sonrasi ve ameliyatin miimkiin

olmadig1 durumlarda) epileptik ndbet goriilebilir.

Beyin tiimorlii hastalarda epileptik nobetlerin kontrol altina alinmasi
tedavinin 6nemli bir kismmi olusturur. Iyi kontrol edilmis beyin tiimorlii
hastalarda, epileptik nobetlerin eklenmesi, beyin timorii disinda morbiditeyi
olumsuz yonde etkiler. Beyin tiimorlii hastalarda epileptik nobetler lezyonun
lokalizasyonuna gore degismekle birlikte sekonder jeneralize olan yada olmayan

parsiyel ve kompleks nobetler seklindedir.

Beyin tiimorlii hastalarda epilepsi insidansi, tiimoriin tipine gore
degismekle birlikte, %30 dur (1). Beyin tiimorli epileptik hastalarmm %30-
50’sinde nobetler ilk klinik bulgu iken, %10-30 unda hastaligin ileri evrelerinde

yada post operatif donemde ortaya ¢ikar.

Malign tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasinda esas etkili olan atipik mitotik

proliferasyondur.

Daha onceki ¢aligmalarda bazi antiepileptiklerin mitotik proliferasyon
iizerinde olumlu ve olumsuz etkileri gosterilmistir. Beyin tiimorlii hastalarda ise
biliylik cogunlugu antiepileptik kullanmasina ragmen biitiin antiepileptiklerin

mitotik proliferasyon iizerindeki etkileri karsilastirilmali olarak arastirilmamastir.

Universitemizde daha 6nce yapilan bir ¢calismada gabapentin, pregabalin,
valproik asit, levetirasetam, zonisamid, fenitoin, karbamazepinin glioblastom ve

noroblastom hiicre kiiltiirlerinde invitro sartlarda antimitotik etkileri arastirildi.
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Fenitoin, levetirasetam ve valproik asit’in glioblastom hiicre kiiltiirlerinde doz
bagimli antimitotik etkilerinin oldugu, zonisamid ve pregabalinin tiim dozlarda
antimitotik etkilerinin oldugu, karbamezepinin antimitotik etkisinin oldugu fakat
25 pupg/ml iizerindeki konsantrasyonlarda antimitotik etkisinin azaldigi,

gabapentinin ise antimitotik etkisinin olmadig1 izlendi.

Noroblastom hiicre Kkiiltiirlerinde sadece valproik asit ve zonisamid’in
antimitotik etkili oldugu fenitoin, levetirasetam, karbamezepin, gabapentin ve

pregabalinin ise antimitotik etkili olmadig izlendi.

Bu ¢aligmada ki amacimiz glioblastom ve ndroblastom hiicre kiiltiiriinde in
vitro sartalarda antiepileptiklerin mitotik proliferasyon iizerindeki etkilerini

karsilagtirmali olarak gostererek tedavi Onceligini belirlemekti.

Calismamizda kullanilan antiepileptiklerden lakozamid, lamotrijin,
okskarbazepin, primidon, topiramat, vigabatrinin in vitro glioblastom (GB) ve
noroblastom (NB) hiicre kiiltiirlerinde mitotik proliferasyon {iizerine etkileri
gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. Calismada E-plate 16
isimli, herbir kuyucugu 250 pL hacminde, zemin c¢apt Smm olan ve 16
kuyucuktan olusan plateler kullamldi Ilk olarak her bir kuyucuga hiicre
icermeyen, 100 pL besiyeri karisimi konularak cihazda bir baseline okuma
yaptirilarak ardindan flasklardan tripsinizasyon ve santriftijasyon (800 RPM, 10
dakika) yoluyla toplanan hiicreler kuyucuklara 100 pL hacim igerisinde ekildi.

Kanser hiicre hatlar1 laminer flow igerisinde kuyucuklara ekildikten sonra
plate inkiibatoriin igerisine yerlestirildi ve 1’er saatlik zaman araliklar1 ile hiicre
biiylimeleri takip edildi. Kuyucuklara ekilen tiimor hiicreleri kuyucuk tabanima
yapisti ve burada uygun besin ve O,/CO; ortaminda biiylimeleri saglandi.
Kuyucuk tabanina yerlestirilmis olan altin plak elektrik akimini kullanarak
boliinen hiicrelerin elektrik yiik empedanslarmni Glgerek, hiicrelerin biiyiime
indekslerini tespit etmemizi sagladi. Hiicrelerin hizli biiylime fazina girmelerinin
ardindan (Log fazi), deney grubu olarak belirlenen kuyucuklara antitiimor
etkinligi  degerlendirilecek ajanlar 10 pL  hacim igerisinde, degisen

konsantrasyonlarda uygulandi. Bu uygulamay1 takiben plate yeniden inkiibatoriin
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icerisine yerlestirildi. ila¢ uygulamasinin ardindan 1’er saatlik lgiimlere devam

edildi ve takip 24-72 saat boyunca siirdii.

X celligence testi ile materyallerin C6 ve T98G hiicreleri tizerindeki
antimitotik etkisi degerlendirildi ve bulgular ile her materyale ait ortalama hiicre
proliferasyon ylizdeleri hesaplanarak elde edilen degerler karsilastirildi. Topiramat
ve Okskarbezepinin tiim dozlarda antimitotik etki gosterdigi, lamotrijin ve
primidonun doz bagimli antimitotik etki gdsterdigi, vigabatrin ve lakozamidin

antimitotik etkisi olmadigi izlendi.

Gruplar arasindaki fark varyans analizini (ANOV A testi) takiben, post hoc
TUKEY testi ile arastirildi.

Sonug olarak bu ¢aliymada xCELLigence ydnteminin antiepileptiklerin
mitotik proliferasyonunu belirlemede kolay ve hizli bir yontem oldugunu ve
antiepileptiklerin tiimor hiicreleri tizerine farkli antimitotik etkileri oldugunu
gostermistir.  Antiepileptiklerin  antitimoral  etkisini  anlamak  igin,
antiepileptiklerin mitotik proliferasyon etkileri ile ilgili daha fazla calisma

yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mitotik proliferasyon, xCELLigence, glioblastom,
noroblastom, Antiepileptik ilaglar
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ABSTRACT

EFFECTS OF ANTI-EPILEPTICS ON MITOTIC
PROLIFERATION ON IN VITRO GLIOBLASTOMA AND
NEUROBLASTOMA CELL CULTURES

Dr. Zeynep Vargiin, Uzmanhk Tezi, Noroloji Anabilim Dal,

Damisman: Dog. Dr. Ozlem Kayim Yildiz, 2014, 90 Page

Epileptic seizures can be observed at any time during the course of disease
(preoperative or postoperative periods or inoperable conditions) due to direct
extension, and metabolic and vascular effects of brain tumors. Controlling
epileptic seizures comprises an important aspect of management in patients with
brain tumors. Addition of epileptic seizures affects morbidity negatively in
patients with well-controlled brain tumor. Although epileptic seizures vary based
on localization of the lesion, they are secondary generalized or non-generalized

partial and complex seizures.

Although the incidence of epilepsy varies depending on tumor type, it is
reported as 30% in patients with brain tumor. Seizures are first clinical sign in 30-
50% in epileptic patients with brain tumor, while they develop at advanced stages
or post-operative period in 10-30%. Atypical mitotic proliferation is the primary
mechanism in the growth of malignant tumor cells. Positive and negative effects
of some anti-epileptics on proliferation were shown in previous studies; however,
effects of all anti-epileptics on mitotic proliferation have not been investigated in
comparative manner although most patients with brain tumor use anti-epileptic
agents. In a previous study which performed in our university, antimitotic effect
of gabapentin, pregabalin, valproic acid, levatiracetam, zonisamide, phenytoin and
carbamazepine was investigated as in-vitro in glioblastoma and neuroblastoma
cell cultures. In this study, it was found that phenytoin, levatiracetam and valproic
acid had an dose-dependent antimitotic effect, zonisamide and pregabalin had an
dose-independent antimitotic effect (for all doses), carbamazepine had an

antimitotic effect which reduced at concentrations above 25 pg/ml but gabapentin
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had no antimitotic effect in glioblastoma cell culture. In neuroblastoma cell
cultures, only valproic acid and zonisamide had an antimitotic effect but
phenytoin, levatiracetam, carbamazepine, gabapentin and pregabalin had no

antimitotic effect.

In the present study, our aim is to determine therapeutic priority by
demonstrating effects of anti-epileptics on mitotic proliferation on in vitro

glioblastoma and neuroblastoma cell cultures in comparative manner.

In our study, in vitro anti-tumoral activities of lacosamide, lamotrigine,
oxcarbazepin, primidone, topiramate and vigabatrin were assessed by using a real-
time cell analysis system. In the study, E-Plate 16 was used, which has 16 wells
with base diameter of 5 mm and volume of 250 pL. Firstly, 100 pL growth
medium was placed to each well and a baseline reading was performed. Then,
cells harvested by trypsinization and centrifugation (800 rpm for 10 minutes) were

inoculated into each well with a volume of 100 pL.

Cancer cell lines were inoculated into wells under laminar flow; then, plate
was placed into incubator and cell proliferation was monitored by one-hour
intervals. Tumor cells were adhered to base of wells where they proliferated under
appropriate nutritional and O,/CO, conditions. Proliferation indices were detected
by measuring electric charge impedances of mitotic cells using electric current via
gold plate placed to the base of each well. After onset of rapid proliferation phase
(log phase), differential concentrations of agents in which anti-tumoral effects
would be assessed were added to each well in a volume of 10 uL. Then, plate was
placed into incubator again. Measurements were performed by one-hour intervals

over 24-72 hours after drug administration.

By utilizing xCELLIgence test, the antimitotic effect of materials on C6
and T98G cells was assessed, then using findings of this study average cell
proliferation percentage of each material was calculated and results were
compared. It was observed that Topiramate and Oxcarbazepine showed
antimitotic effect at all doses, lamotrigine and primidone showed dose-dependent

antimitotic effect, and vigabatrin and lacosamid had no antimitotic effect.
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The difference between groups was assessed by using variance analysis

(ANOVA test); followed by post-hoc Tukey test.

In conclusion, it was shown that xCELLIgence system is a simple and
rapid method in determination of mitotic proliferation of anti-epileptics and that
anti-epileptics have different cytotoxic activities on tumor cells. Further studies on
effects of anti-epileptics on mitotic proliferation are needed to understand anti-

tumoral effects of anti-epileptics.

Keywords: Mitotic proliferation, xCELLIgence, glioblastoma, neuroblastoma,

anti-epileptic agents
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1. GIRIS

Beyin tiimorlerinde direkt yayilim, metabolik, vaskiiler etkileri ile hastali§in
herhangi bir doneminde (ameliyat dncesi, ameliyat sonrasi ve ameliyatin miimkiin

olmadig1 durumlarda) epileptik ndbet goriilebilir.

Beyin tiimorlii hastalarda epilepsi insidansi, tlimdriin tipine gore degismekle
birlikte, %30 dur (1). Beyin tiimorli epileptik hastalarin %30-50’sinde nobetler ilk
klinik bulgu iken, %10-30’ unda hastaligin ileri evrelerinde yada post operatif
donemde ortaya cikar (2). Bu nobetler tiimor nedeniyle kullanilan kemoterapi ve
radyoterapiye sekonder olabilecegi gibi metabolik bozukluga sekonder gelisen

ensefalopati nedeniyle de gelisebilir.

Beyin tiimorlii hastalarda epileptik nobetlerin  kontrol altna alinmasi
tedavinin 6nemli bir kismimi olusturur. Iyi kontrol edilmis beyin tiimérlii hastalarda,
epileptik ndbetlerin eklenmesi, beyin tiimorii disinda morbiditeyi olumsuz ydnde
etkiler. Beyin tiimorli hastalarda epileptik nobetler lezyonun lokalizasyonuna gore
degismekle birlikte sekonder jeneralize olan ya da olmayan parsiyel ve kompleks
nobetler seklindedir (3). Intrakranyal yer kaplayan lezyonu olan hastalarda lezyonun

eksizyonu sonrasinda da nobetler devam edebilir.

Epilepsi gelisiminde potansiyel risk faktorleri kortikal tiimorlerdir. Frontal,
temporal ve paryetal yerlesimli tiimorler oksipital lob yerlesimli tiimorlerden daha
fazla nobet olusumuna neden olurlar. Infratentoryel ve sellar tiimérler serebral

hemisferlere yayilmadig: siirece nadiren ndbetlere sebep olurlar (4).

Infratentoryel yerlesimli tiimorler lokalizasyonlar1 itibariyle beyin dokusuna
verecekleri harabiyetin derecesinin diisilk olmasindan dolay1 daha az epileptojen

kabul edilirler (4).

Beyin tiimorlii hastalarda epileptogenezin muhtemelen multifaktoryel oldugu,
degisik tiimor tipleri tarafindan olusturulabilecegi ve tlimor hiicre membranlarindaki
degisikliklerin aksiyon potansiyelleri lireterek noronal eksitabiliteyi etkileyebilecegi
diistiniilmektedir (5,6). Gen¢ yas ve uzun hastalik siiresi sekonder epileptogenez

riskini arttirir. Bu nedenle primer epileptik lezyonun erken tedavisi, sekonder



epileptogenez riskini azaltarak, farklt bir odak gelisimini Onlemek icin gerekli

olabilir (7).

Beyin tiimoriiniin cerrahi tedavisi yapilan hastalarda antiepileptik tedavi
proflaksisi onerilmekle birlikte fikir ayriliklar1 mevcuttur ve cerrahi dncesi ve sonrasi
antiepileptik ihtiyaci halen tartismalidir (8,9). Hastalarda ilerleyen donemlerde
timoriin tipi, lokalizasyonu, hastanin yasi ve dnceki kanser tedavisine bagl olarak
%20-45 oraninda epileptik nobet gelisme olasiligit mevcuttur (2). Randomize
calismalarda intraserebral metastaz ve primer supratentoryel beyin tiimorlerinde
profilaktik fenitoin kullaniminin etkinligi gosterilememistir (10). Nobetleri olmayan
beyin tiimorlii hastalarda yapilmis 2 meta analizde antiepileptik ilaglarin proflakside
etkili oldugu gosterilememistir (2,11). Amerikan Noroloji Akademisi Kalite
Standartlar1 Alt Komitesi tarafindan yayinlanan fikir birligi raporunda beyin tiimérli
hastalarda profilaktik amacla rutin olarak antiepileptik ilaclarmn kullanilmamasi ve
eger hasta hi¢c nobet gecirmed iise bu ilaclarin cerrahiden sonraki ilk haftada

kesilmesi dnerilmektedir (2).

Wick ve arkadaglar1 diisiik grade gliomalarda %90 oraninda, yiiksek grade
timoOrlii hastalarda %60 oraninda ndbet goriildiiglinii bildirmislerdir (9). Bu
hastalardan karbamazepin alanlarin %70’inde, fenitoin alanlarin %51’inde ve
valproik asit alanlarin %44’linde rekiirren nobetler oldugu bildirilmis ve beyin
timorlii  hastalarda valproik asitin ilk tercih edilmesi gereken ilag oldugu

belirtilmistir (9).

Wagner ve arkadaslar1 direncli nobetleri olan hastalarda antiepileptik tedaviye
levetirasetam (LEV) ekleyerek hastalarin %65’inde nobet sikliginda azalma
saglamiglar ve hastalarin onemli bir boliimiiniinde sonradan LEV monoterapisi ile

tedaviye devam ettiklerini bildirmislerdir (12).

Parsiyel epilepsilerin tedavisinde karbamazepin tek basmna en etkili
antiepileptiklerden biri olmasina ragmen, kanser hastalarinda enzim indiikleyicisi
olmas1 nedeniyle sakincalar1 mevcuttur. Bu nedenle uygun kemoterapotik ajanin
etkinligini kisitlayabilir (13). Beyin tiimorlerinde valproik asitin, okskarbazepinin
kullannm1 ve etkinligine dair calismalar mevcuttur (4). Topiramat monoterapide

tercih edilebilir, fakat diger yeni antiepileptik ilaglarla kiyaslandiginda daha az tolere
2



edilebilir. Ik tercih ilaglar yetersiz ise levetirasetam veya gabapentin eklenebilir.
LEV gabapentine kiyasla daha etkili bulundugundan oncelikle tercih edilmektedir.
Yapilan bazi c¢alismalarda LEV’m valproik asit ile kombinasyonu beyin tiimorli

hastalarda etkin ndbet kontrolii saglamistir (8,12).

Tiimor bliylimesini kontrol altina almaya yarayan miimkiin ise genis timor
rezeksiyonu, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri nobetlerin seyrini
etkileyebilir. Direncli epilepsisi olan hastalarin %70-90’1nda epileptojen bolgenin
total eksizyonu sonrasinda tam nobetsizlik ya da nobet sikliginda 6nemli derecede
azalma saptanmistir (15). Khan ve ark. nin beyin tiimorlii ¢cocuklarda retrospektif
olarak yaptiklar1 bir calismada, %39 hastada 6 ila 8 hafta sonra antiepileptik tedavi
sonlandirilmig, bunlardan sadece %17 sinde nobet rekiirrensi ortaya ¢ikmistir. Nobet
rekiirrensi riskini arttiran faktdrler arasinda iki veya daha fazla operasyon, tiim beyin
radyoterapisi, geng yasta timor tanisi alma, ve ventrikiiloperitoneal sant uygulamasi
sayilabilir (4). Beyin tiimorlii ¢ocuklarda yapilan bazi calismalarda hastalarin
yarisinda rekiirrensin ila¢ kesildikten sonraki ilk 6 ayda oldugu, 5 yil igerisinde %27

olasilikla rekiirrens riskinin bulundugu bildirilmistir (16).

Kraniyal radyoterapinin epilepsi iizerine olumlu pozitif etkileri gosterilmekle
birlikte, bazen cerrahi ya da radyoterapi sonrasi édem, kanama veya radyasyon

nekrozu gibi sekonder komplikasyonlara bagli nobet sikliginda artis olabilir (17).

Beyin tiimorlii hastalarda epileptik nobetler siktir ve epileptogenez
muhtemelen c¢ok faktorliidiir. Operasyon sonrasi ilk haftadan sonra eger hasta hig
ndbet gecirmiyor ise antiepileptik ilaclarin kesilmesi yoniinde bir fikir birligi vardir.
Birden fazla operasyon geciren beyin tiimorlii epileptik hastalarin tedaviye daha
direngli oldugu gozlenmistir. Beyin tiimorli hastalarda ilk segenek ilacin
belirlenmesi antikanser ila¢ etkilesimleri nedeni ile diger semptomatik lokalizasyonla

iliskili epilepsi hastalarinin tedavisinden farklidir.

Bu c¢alismada GB ve NB hiicre kiiltiirlinde in vitro sartlarda
antiepileptiklerden lamotrijin, primidon, topiramat, vigabatrin, lakozamid ve
okskarbazepinin mitotik proliferasyon iizerindeki etkilerini karsilagtirmali olarak

gostererek tedavideki onceligini belirlemek amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Beyin Tiimorleri ve Epilepsi

Epilepsi beyin tiimorii olan hastalarda siktir ve klinik yaklasim agisindan
nobet kontrolii 6nemlidir. Epilepsi nobeti, gerek primer beyin tiimorii olan, gerek
serebral metastazi olan hastalarda hastaligmm tanisindan 6nce veya hastaligin seyri
sirasinda ortaya cikabilmektedir. Epileptik ndbetler kontrol altina alimmis timor

varliginda dahi 6nemli bir morbidite nedenidir (18).

Primer ve metastatik beyin tiimorlerinde siklikla beyin lezyonu ile iligkili tek
izole nobet atagi veya tekrarlayici nobetler olabilir (19). Beyin tiimorii olan
hastalarda nobetler jeneralizasyon gosteren ya da gostermeyen kompleks parsiyel

veya basit parsiyel 6zelikte olabilmektedir.

Timor tipi, timor lokalizasyonu, peritiimoral degisiklikler ve genetik

faktorler gibi birgok neden epileptogenezde etkilidir.

Beyin tiimorlerine bagli olarak ortaya ¢ikan ndbetlerin patofizyolojisi tam
olarak aydmlatilmamis olup, ndronal regiilasyon ve nodronal iletigimin, vaskiiler
permeabilitenin  degismesi, kan beyin bariyerinin bozulmasi, glial hiicre

fonksiyonunun bozulmasi gibi ¢esitli hipotezler ortaya atilmistir (18,20).

Epidemiyoloji

Beyin tiimorleri epilepsi olgularmin sadece %1’inden sorumlu olmakla
beraber, primer ve metastatik beyin tiimorli hastalarin yaklasik %35-50’sinde ndbet

gorilir (21,116).
Epilepsi prevalansi tiimor tipine bagli olarak degismektedir (18).

Timoriin yerlesim yeri epilepsi riski iizerine etkili faktorlerdendir. Kortikal
yerlesimli tiimOrler ndobet agisindan daha risklidir. Frontal, temporal, pariyetal
yerlesimli tiimorlerde nobet gelisim oranmi oksipital yerlesimli olanlara gére daha
yiiksektir. Infratentoriyal ve sellar tiimorler serebral hemisferlere yayilmadik¢a cok

nadir olarak ndbetlere neden olurlar (22-24).



Kural olarak yavas biiyiiyen tiimorler yiiksek gradeli malignensilere oranla
daha epileptojeniktir. Noronal tiimorlerin glial malignensilere ve lenfomalara oranla
daha cok nobete neden oldugu bilinmektedir. Sagkalimi ytliksek tiimdre sahip geng
hastalar nobet yoniinden daha cok risk altindadir. Tiimdr tipi ile alakali olmakla
birlikte beyin tiimorii olanlarda epilepsi goriilme siklig1 yaklasik %30 civarindadir.
Beyin tiimérii olanlarm %30-50’s1 nobet ile prezente olurken %10-30’unda hastaligin
tanisindan sonra nobetler ortaya ¢ikmaktadir (31). Tablo 2.1 de beyin tiimorlerindeki

nobet siklig1 goriilmektedir (25).

Tablo 2.1: Beyin tiimorlerindeki ndbet sikligi

TUMOR NOBET SIKLIGI

Disembriyoblastik noroepitelyal timorler %100
Gangliogliom %380-90
Diisiik-gradeli astrositom %75
Menenjiom %29-60
Glioblastom %29-49
Metastaz %20-35
Leptomeningeal timor %10-15
Primer santral sinir sistemi lenfomasi %10

Epileptogenez

Beyin tiimorlerinde epileptogenezin sebebi tam aydinlatilamamistir.
Epileptogenezin multifaktoriyel oldugu inhibitdr ve eksitator mekanizmalar
arasindaki dengenin eksitator tarafa dogru kaymasmin sebep oldugu diistiniilmektedir
(26). Epileptojenik aktivite genelde korteks komsulugundaki tiimor etrafindaki
dokudan kaynaklanir (27).

Timoriin  histolojik  6zelliklerinin epileptik nobet gelismesindeki rolii
biiytiktiir. Diistik gradeli primer beyin tiimorleri yavas biiyiir, ¢evresindeki normal
dokular1 istila eder ve yiiksek siklikta epileptik nobete neden olur. Nobet gelisimi
icin yliksek riskli oldugu diisiiniilen gelisimsel tiimorler 6rnegin disembriyoblastik

noroepitelyal tiimorler ve Grade 11 astrositomalar bu sekilde aktivite gosterirler (26).



Glioblastom gibi yiiksek gradeli gliomalarin nobet olusturma sikligi daha
azdir (26,28). Bu lezyonlara bagli meydana gelen nobetler nekroz alanlarindan ve

hemosiderin birikimlerinden kaynaklanmakta olabilir (27).

Primer beyin tiimorleri normal beyin dokusuna gore daha yiiksek bir
metabolik degere sahiptir. Bu durum hipoksi ve interstisyel asidoza sebep
olmaktadir. Beyin tiimdrleri etrafinda belirgin vazojenik 6dem gelisir, dokudaki
artmig su icerigi noral eksitabiliteye neden olur (26,29). Peritiimoral dokunun
kantitatif caligmalarinda artmis su igerigine ek olarak, kalsiyum, sodyum, ve serum

proteinlerinde artis da gosterilmistir (29).

Peritiimoral doku morfolojisinde, aberran ndronal migrasyon, sinaptik
vezikiillerdeki degisikliklerin, gap junction kanal ekspresyonundaki artis ve ya
glutamat ve GABA nin lokal konsantrasyonlarindaki degisikliklerin neden oldugu
eksitator ve inhibitér mekanizmalardaki dengesizlik gibi morfolojik degisikliklerin
epileptogenez de etkili oldugu diisliniilmektedir (28). GABA reseptdrlerine ve
glutamat dekorboksilaza karst olusan immune reaktivasyon perilezyonel
degisikliklere sebep olarak glioma gibi tiimdrlerde glutamat artisma ve refrakter

epilepsiye neden olmaktadir (28).

Bununla birlikte tiimoriin kitle etkisi, lokal irritasyonu ve hipoksinin de

epileptogenezle ilgili oldugu diistiniilmektedir (11).

Timor hiicreleri normal dokudan daha fazla laktat {retir. Timor hiicreleri
kromozomal instabilitiye sahiptir ve hipoksi bu hiicrelerde DNA tamiri {izerine
negatif etki yaparak, astrositik hiicrelerin sodyuma gegirgenligini artirmakta ve

epilepsi riski artmaktadir (26,27).

Ayrica beyin tlimorleri, ndrotransmitter reseptorlerinin ekspresyonlarinda
degisiklige neden olmaktadir. Nobete neden olanlar metabotropik ve iyonotropik
glutamat reseptorleridir. Gliomalar yiiksek oranda iyonotropik glutamat
reseptorlerinin (alfa amino 3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol-propiyonat [AMPA],
Nmetil- D-aspartik asit [NMDA] ve kainat reseptorleri) ekspresyonuna, bunun
sonucunda hipereksitabiliteye neden olmakta ve araliksiz NMDA reseptor

aktivasyonu sonucu nobetler ortaya g¢ikmaktadir (30,31). Metabotropik glutamat



reseptorleri guanozin trifosfata bagli proteinler ve protein kinaz kaskadi yoluyla

intraselliiler sinyalizasyonu saglarlar (28).

Normal korteksle kiyaslandiginda lezyon c¢evresi alanda ¢ok sayida
metabotropik glutamat reseptér alt gruplarmin salinimi oldugu gosterilmistir.
Beyindeki major eksitatdor norotransmitter olan glutamat lezyon etrafinda ndbet
gelisimine neden olmaktadir. Tiimdr invazyonu sirasinda tiimor hiicrelerinin gog
etmesini kolaylastirmak i¢in tiimoral doku yiliksek glutamat salinimina neden

olmakta ve bu sekilde néronlar1 eksitotoksik hasara ugratmaktadir (28,30).

Kanser hastalarinda nobet olusmasina neden olan diger faktorler arasinda,
menenjit ve serebral apse gibi enfeksiyonlar, hipoglisemi, hipokalsemi gibi
metabolik faktorler, radyasyon nekrozu gibi tedavi sorunlari,bazi kemoterapdtikler
(ifosfamid, sisplatin, IL 2 vs.) ve limbik ensefalit gibi paraneoplastik sendromlar

sayilabilir (31).

Beyin tliimorlerine bagl tedaviye direngli nobetler sik goriilmektedir
.Nobetler intrakraniyal kitle lezyonu olan hastalarda hem kafa i¢i basincini artirarak
ve hem de beyindeki eksitator aminlerin dengesini degistirerek hastanin
kotiilesmesine neden olabilirler. Bundan dolay1 6zellikle status epileptikus oncelikli
olmak iizere acilen tedavi gerektirirler. Hasta ilacin yan etkilerine, toksik etkilerine

ve ilag etkilesimlerine kars1 yakindan izlenmelidir.

2.2. Glioblastom

Glioblastom (GB) erigkinlerde en sik goriilen primer beyin tiimoriidiir.
Bilinen en hizli seyirli ve Oliimcil tiimorlerdendir. Primer beyin tiimorlerinin
yaklasik olarak 1/3’{inii olusturmaktadir (32). Insidanst Avrupa’da ve Amerika

Birlesik Devletleri’nde 3,2/100.000 olarak gosterilmistir (33).

Ortalama goriilme yas1 56 yastir. Erkeklerde goriilme orani daha fazladir.
Gliomlarm yaklasik %40-50’sini olusturmaktadir. Pre-operatif semptomatolojisi
ortalama 5,4 aydiwr. GB serebral hemisferlerde baskin olmak {izere her bdlgede
gortilebilir. Frontal (%40), temporal (%25), parietal (%25) yerlesimleri tim

gliomlara 0zgii olarak rastlanir ve GB de en sik frontal lob en az oksipital lobda
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goriiliir. Korpus kallosum aracilifiyla kisa siirede karsit hemisfere geger. Primer
olarak da kelebek tipi gliom tarzinda korpus kallosumda ya da ender olarak
multifokal baslangic da sergileyebilir (34). En sik kafa i¢i basing artis1 semptomlari
(KIBAS) goriiliir. KIBAS semptomlar1 olarak bas agrisi (%68), bulant1 ve kusma
(%45) disiik dereceli gliomlardan daha sik olarak gozlenir. Mental durum
degisiklikleri (%47), motor defisitler (%44) oldukca yaygin olarak saptanir. Nobetler
ile bagvuru yaklasik %32 dir (35).

GB genel olarak intrakranial bolgede smirlhidir ve niiks ya lokaldir ya da yine
beyin icerisinde bagka bir alandadir. Ancak nadir de olsa hastaligin ge¢ donemlerinde
metastaz yaptig1 da goriilmiistiir. Bunlar arasinda servikotorakal intrameduller, konus

medullaris, spinal leptomeningeal, kemik ve visseral organ tutulumu vardir.

Nororadyolojik olarak diizensiz smirli, ortasinda nekrotik kavite bulunan,
cevresinde halkasal diizensiz kontrast tutulumu gosteren, etrafi 6demli bir kitle
olarak goriliir (36, 37) ve oldukca belirgin peri tiimoral 6dem (vazojenik tipte)

gosterir.

Korono radiata, komissiirler, kortikospinal traktus ve Ozellikle korpus
kallosum (kelebek tipi gliom) gibi beyaz cevher olusumlar1 yolu ile invazyon
gosterir. Subaraknoid, subpial ve subependimal yayilim gosterir. Histopatolojisinde
endotel proliferasyonu ile birlikte yeni damar olusumu, nekroz alanlari, bu nekroz
alanlarindan uzanan infiltrasyon odaklar1 gozlenirs (36) .Giinlimiizde intrakraniyal
patolojilerde ileri radyolojik tetkikler ve biyopsi ile %90-95 oraninda tani

konulabilmektedir.

2.2.1. Patofizyolojisi

Glioblastom (GB) ¢ok az differansiyasyon gosteren, yogun mitoz, da mar
proliferasyonu ve nekroz iceren, ¢evre dokulara yogun infiltrasyon yapan, genellikle
supratentoriyal yerlesimli, multifokal ya da multisentrik olabilen en malign astrositik

timordir (38).

Glioblastomlar birincil ya da ikincil olarak smiflandirilabilir.Birincil GB 50

yasindan biiylik eriskinlerde vakalarm biiyliik ¢ogunlugunu (%60) olusturur. Bu
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timorler de novo olarak (klinik ve histopatolojik delil olmadan) ortaya c¢ikarlar.

Hastalar genellikle 3 aydan daha kisa bir siirede baslayan klinik dykii ile bagvururlar.

Ikincil GB (%40) diisiik dereceli astrositom (grade Il WHO) ya da anaplastik
astrositomdan (grade III) ortalama 4-5 yil i¢cinde gelisir.

de baz1 genetik etkilerin olustugu diisiiniilmektedir (38).
Bunlar;
1) P53 gen mutasyonu

P53 geni, kromozom 17p13.1'de lokalizedir ve hiicre siklusu, DNA hasarina
yanit, hiicre 6liimti, hiicre farklilagsmasi ve neovaskiilarizasyon gibi pek ¢ok siirecte
aktif rol oynar (43,44). P53 tiimor siippresor geninin kayb1 ya da mutasyonu, pek ¢ok
gliomda ve Ozellikle bir grup astrositomda erken gelisen bir genetik olay olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (37,38). P53 mutasyonlari, primer glioblastomlarda nadirken,

sekonder glioblastomlarda yiliksek oranda rastlanir (39).
2) MDM2 geni

MDM2 geni, kromozom 12ql4.3-q15 bolgesinde lokalizedir. 54kDa

agirhiginda transkripsiyon faktorii olan bir proteini kodlar (40).

MDM?2 proteini hem mutant hem de wild-tip p53 proteinini baglayabilir, ve
wild-tip p53'in transkripsiyon aktivasyonu ozelligini inhibe eder (40,41). MDM?2
amplifikasyonu veya overekspresyonu ile P53 tarafindan diizenlenen hiiicre
bliylimesi kontroliinden kurtulmak miimkiindiir. MDM?2 amplifikasyonu, TP53
mutasyonu icermeyen primer glioblastomlarin yaklasik %10'unda izlenmektedir
(42,43). MDM?2 proteininin overekspresyonu immiinhistokimyasal olarak primer

glioblastomlarin yaklasik yarisinda saptanmaktadir (42,44).
3) Platelet tiirevi biiyiime faktorii
Platelet-derived growth factor ve reseptorieri

(PDGF- PDGFR) PDGF, bag dokusu hiicreleri ve glial hiicreleri i¢in mitojen
olan bir dimerdir. PDGF ligantlari, tirozin kinaz ailesinden iki hiicre ylizey reseptorii

(PDGFR-alfa ve PDGFR beta) tarafindan taninir (45,46).
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PDGFR-alfa overekspresyonu, hem diisik hem de yiiksek dereceli
gliomalarda saptanmaktadir. Oysa PDGFR-alfa gen amplifikasyonu sadece
glioblastomlann %16' sinda izlenmektedir (47).

4) Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (Epidermal biiyiime faktorii

reseptorii)
(Epidermal growth factor receptor- EGFR)

EGFR 170 kDa'luk, transmembran bir tirozin kinaz reseptoriidiir. EGFR'i
kodlayan gen, kromozom 7 nin iizerinde yer almaktadir. EGFR geni hiicre
proliferasyonunun kontroliinde rol almaktadir ve astrositik tiimorlerde en sik

amplifiye olan onkogendir (48).
5) Heterozigosite Kaybi

Kromozom 10'un bir kopyasmin kayb1 diisiik dereceli astrositomlarda nadir

olmakla birlikte, glioblastomlarda siklikla izlenen bir olaydir (49,50).
6) PTEN (MMACI) ve Deleted in Malignant Brain Tumours 1 (DMBTI)

PTEN (MMACI). PTEN (phosphatase and tensin homology) veya MMACI1
(mutated in multiple advanced cancers) olarak da bilinen gen, kromozom 10g23.3'de
lokalizedir (51). Hiicresel bir fosfataz gibi sinyal yollarmni kapatmakta ve timor

stipresyon aktivitesi saglamakta gorevlidir.

7) DMBTI1.DMBTI1 (Deleted in Malignant Brain Tumours 1) geni,
kromozom 10q25-26'de yer almaktadir ve bir tiimdr suppressor gen

adayidur.

Glioblastomlarin yarisindan fazlasinda delesyona ugramistir (52). DMBTI
geninin kromozomal instabilitenin gelisiminde rol oynayabilecegi diisiinulmektedir

(53).

2.2.2. Klinik

Beyin tiimorleri; tiimoriin kitle etkisine, peritiimdral 6dem gelismesine veya

hidrosefaliye bagl olarak gelisen intrakranial basing¢ artisi; normal doku yikimma

10



bagl olarak gelisen fokal nérolojik bozukluklar, kortikal irritasyona bagli gelisen

nobetleri kapsayan 3 mekanizma ile ilk semptomlarini verirler.

Intrakranyal basmg¢ artisi genellikle BOS akisinda meydana gelen bir
tikanikligin sonucudur. Basagrisi, bulanti, kusma, diplopi, papil 6dem, mental
degisiklikler ve letarji gibi semptomlar verebilir. Basagrisi, meninkslerde kan
damarlariyla iligkili olan, agriya duyarl sinir uglarinin irritasyonu ve lokal gerilimi
sonucu olusabilecegi gibi, tliimoriin basiya neden olabilecek kritik hacme ulagmasi

sonucu, intrakranyal basincin artisi ile de ortaya cikabilir.

Bas agris1 siklikla bolgesel olma 6zelligi tasir ve genellikle tiimoriin yerlesimi
hakkinda bilgi verir. BOS dolasimi pozisyonla ilgili olarak degisiklik gosterdiginden
basagris1 genellikle sabah saatlerinde daha siddetlidir. Oksiirmek veya intrakranial
basinci arttiracak viicut hareketlerinde bulunmak agriy1r siddetlendirir. Mental
degisiklikler primer veya metastatik frontal ve temporal lob tiimorlii hastalarda ¢ok

sik goriilen ortak bir bulgudur (54).

Intrakranyal tiimorler kitle etkisi veya metabolik bozukluklara yol agmak
suretiyle, fonksiyonel yikima neden olabilir (55, 56). Norolojik bozukluklar, daha
¢ok beynin tutuldugu alana bagiml olarak ortaya cikar. Ornegin baskin hemisferde
gelisen bir tiimor, afazi ve hemiparezi; serebellar yerlesimli bir tiimor ataksi ve
koordinasyon bozuklugu gibi bulgularla ortaya ¢ikabilir. Tiimér yerlesimine bagimli
olarak, fokal ve hemisferik bulgular da goriilebilir. Ornegin parietal lob tiimorlerinde
afazi, agnozi, kortikal apraksi, hemipleji veya parezi; temporal lob tiimorlerinde
yakin hafiza kaybi, aurali nobetler ve haliisinasyonlar; frontal lob tiimdrlerinde
anosmi, kisilik degisiklikleri, koku hallusinasyonlari; oksipital lob tiimdrlerinde

gorme alan1 bozukluklar1 ve aleksi goriilebilir (55, 56).

Epileptik nobet siklig1 yiiksek oranda goriilmekte ve hastalara antiepileptik

tedaviler verilmektedir.

2.2.3Tedavi

Tedavide cerahi uygulamalarin yaninda kemoterapi, radyoterapi,

semptomatik tedaviler uygulanmaktadir. Kiiratif tedavi yoktur. Tam1 konulduktan
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sonraki ortanca sagkalim genellikle bir yildan azdir ve en 1yi sartlarda bile hastalarin

%5-10"u 2 y1l kadar yagamaktadir (32).

Hastalarin standart tedavisi cerrahi ve postoperatif radyoterapidir (RT) (57).
Glioblastom hemisferlerde genellikle genis dagilim alanlar1 gostererek beynin birden
cok sayida fonksiyonel bdlgesini etkiler. Bu durum cerahiyi zorlastiran ana
nedenlerdendir. Ayrica beyin sapi tiimdrlerinin de yaklasik yaris1 malign 6zellik
tasirlar.GB lerin %10 kadar1 metastatik tiimorleri taklit ederek beyaz-gri madde
smirin1 tutarlar. Sagkalim siiresini uzatmak ic¢in farkli multimodalite tedaviler
gelistirilmistir.

Yiksek doz RT, adjuvant kemoterapi, alternatif fraksiyon rejimleri, agir
partikiil tedavi, RT ile radyoduyarlastirici kullanimi, interstisyel brakiterapi,
radyocerrahi, sterotaktik fraksiyone RT, yogunluk ayarli RT (IMRT) tedavi
sekilleridir (58).

2.3. Noroblastom

Noroblastom (NB) cocukluk ¢caginin; Ewing sarkomu, non-Hodgkin lenfoma,
rabdomyosarkom ve primitif ndro-ektodermal tiimor gibi kiiciik, mavi, yuvarlak
hiicreli tiimorlerinden biridir. Sempato-adrenal sistemi olusturan noral krest
hiicrelerinden koken alir ve yerlesim yeri de normal sempatik sinir sisteminin
bulundugu adrenal kromafin hiicreleri veya spinal sempatik ganglion hiicreleridir.
Periferal noroblastik tiimorler; noroblastom, ganglionéroblastom ve ganglionérom’u
bulundururlar ve ¢ocukluk ¢agmin en sik goriilen noroblastik ekstrakranial solid

tiimorlerini olustururlar (59,60).

2.3.1. Epidemiyoloji

NB tiim cocukluk cagi kanserlerinin yaklasik %8-10 kadarini olusturur.
Onbes yas altinda yillik insidans1t milyonda 7-12 iken, siit ¢ocuklarinda milyonda 25-
51 arasindadir. Canli dogumlara bakildiginda, NB siklig1 yenidogan ve bir yas alti
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siit gocuklarida milyonda 64 olarak bildirilir. Insidans, 1-4 yas i¢in milyonda 19,6;

5-9 yas i¢cin milyonda 2,9 ve 10-14 yas i¢in milyonda 0,7 dir.

Erkeklerin kizlara orami 1,2:1°dir. Tam1 aninda ortalama yas 18 aydir. Tani
sirasinda olgularin %36°s1 1 yas altinda, %89’u 5 yas altinda ve %98’1 10 yas
altindadir (59,61).

Dogrulanmis bazi ¢alismalar, segici c¢evresel faktorler (prenatal donemde
alkole, fenobarbital ve hidantoine maruziyet gibi) ile yiiksek ndroblastom riski
arasinda bir iliski oldugu ileri siiriilmektedir (62,63). Ebeveyn meslegi (elektronik,
tarim, is nedeniyle bocek zehiri, elektromanyetik alan, boya,radyasyona maruz
kalanlar), anne yasi, annenin kullandig1 ila¢ (amfetamin, diiiretik, trankilizan, kas
gevsetici, fenitoin, vs) ve hormonlar, alkol ve sigara,diisiik Oykiisii, tekrarlayan
sezeryan dogum ile bebegin diisiik dogum agirligi, preterm dogum, tonsillektomi
ve/veya adenoidektomi Oykiisii noroblastom ile iliskilendirilmistir. Annenin
hamilelikte aldig1 vitaminlerin ve 6 aydan ¢ok anne siitli vermenin de riski azalttig1

bildirilmistir (64,65).

Bir grup hastada, otozomal dominant gegisli ailevi NB gosterilmis olup bu
olgulardaki genetik predispozisyon germinal mutasyona baghdwr. Tim NB
olgularmin %?22’sinin bu germinal mutasyon sonucu ortaya ¢iktigi bildirilmektedir.
Ailevi NB olgular1 diger herediter kanserlerde oldugu gibi daha erken yasta (ortanca
9 ay) tanm aldig1 ve coklu primer tiimorle (olgularin %20’sinde bilateral adrenal
timor veya multifokal tiimor) prezente oldugu bildirilmektedir. Bu olgularda yapilan
genetik analizler ile kalitsal NB predispozisyon lokusunun (HNB1) 16. kromozom
kisa kolunda (16p12-13) oldugu gosterilmis ve sporadik NB %13’iinde saptanmaistir.
Ancak, bulgular birden fazla predispozisyon geni oldugunu isaret etmektedir (66,67).

2.3.2. Etiyoloji

NB’un etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. NB, sempatik sinir sisteminin
onciil hiicrelerinden kaynaklanan bir embriyonel tiimdrdiir. Dogumdan sonra yillar
siiren bir zamanda sempatik sinir sistemi yeniden diizenlenir. Bu siirecin NB’un

baslangic yas1 ile Ortiismesi, ndroblastik tiimorlerin  gelisiminde sempatik
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farklilasmada rol alan temel mekanizmalarda bozukluk oldugunu diisiindiirmektedir.
Tiimor dokusunda embriyonik veya noral katlant1 donemi ile iliskili MASH1, HESI,
c-kit, Notch, dHAND ve hASHI1 gibi genlerin saptanmasi embriyonun normal
gelisim ve farklilagsmasi ile timor olusumu arasinda bag oldugu disilincesini
desteklemektedir. Noral katlant1 hiicrelerinden gelisen sempatik sinir sistemi
hiicreleri noronlar (ganglion hiicreleri), kromafin hiicreler ve kiiciik floresan ile
boyanan (SIF- “small intensely fluorescent”) hiicrelerden olusur. Noronlar,
paravertebral sempatik zincir ganglionlarini, paraaortik trunkusu ve pelvik ganglionu
olusturur. Adrenal bez medullasinda da bulunurlar ancak, gelisim siireci i¢inde
kaybolurlar. SIF hiicreleri, sempatik ganglionlar icinde tek veya kiimeler halinde
bulunurlar ve fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir. Kromafin hiicreler ise
paraganglionlar1 ve adrenal medullay1 olusturur. Paraganglia diger sempatik yapilarla
birlikte olusur ancak, dogumdan sonraki 2-3 yil i¢inde gerilemeye baglar ve
kaybolur. Bu doneme kadar merkezi sinir sistemi disinda en 6nemli katekolamin
kaynagidir. Bundan sonra, adrenal medulla 6nem kazanir. Tiimdr hiicre kaynaginin
ozellikle adrenal NB’lerde, gelismekte olan adrenal medullada gecici olarak bulunan
noroblast topluluklar1 oldugu varsayilir. Dolayis1 ile sempatik sinir sisteminde hiicre
biliylimesi, farklilasmasi ve apopitozu sirasinda olacak degisikliklerin malign

degisiklige neden oldugu diisiiniilmektedir (60,68,69).

2.3.3. Genetik

Normal hiicrelerin malign dontisiimii iki grup kanser geni araciligi ile olur.
Onkogenler, hiicresel biiylimeyi baskin olarak artirirken tiimor baskilayici genler,
normal biiylime ve farklilasmay1 kontrol eder. Yapilarinin bozulmasi, allel kaybi,
fazla kopya sayis1 veya genin fazla ifade edilmesi tiimor gelisimi ile iliskilidir. Ayni
zamanda, klinik gidisin 6n belirleyicileri olarak kullanilirlar (60). NB’deki genetik
degisiklikler bagliklar halinde sdyle 6zetlenebilir.
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2.3.3.1. Allelik Fazlahk ve Onkogen Aktivasyonu
1. Ploidi
2. MYCN Amplifikasyonu
3. 17q’da Dengesiz Fazlalik

4. Diger Onkogenler

2.3.3.2. Allelik Kayiplar ve Tiimor Supresor Genler
1. 1p Delesyonu
2. 11q Delesyonu
3. Diger Bolgeler

4. Spesifik Tiimor Supresor Genler

2.3.3.3. Baz1 Genlerin Ekspresyonundaki Anormal Degisimler
e Norotrofin Reseptorlerinin Ekspresy

e Diger Onemli Genlerin Ekspreyonlari

2.3.4. Klinik

Klinik bulgular, primer tiimoriin yerine ve metastaza gore ortaya ¢ikar. En sik
abdomende asemptomatik ele gelen kitle yakinmasiyla bagvurulur. Karinda siskinlik
ve karm agris1 bulgular1 olabilir. Fiziki incelemede, hareketsiz ve sert kitle fark
edilir. Eger primer tiimor Zuckerkandl organindan koken aliyorsa basiya baglh
mesane ve anal sifinkter disfonksiyonu ortaya ¢ikabilir. Bebeklerde kitlesel karaciger
tutulumu siktir (Evre 4S) ve ¢ok biiylimiis karaciger solunum sikintisina neden olur.

Nadiren, renal arter basisina bagli olarak hipertansiyon gelisebilir (60,68).

Primer torasik yerlesimli tiimorler, genellikle travma veya infeksiyon

nedeniyle cekilen akciger grafilerinde tesadiifen saptanir. Toraks list kismi yada
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servikal yerlesimli timor “Horner sendromu”nu gelistirebilir. Biiylik torasik

yerlesimli tiimorler, superior vena kava sendromu yapabilir (60,68).

Parasipinal yerlesimli tiimorler, toraks, abdomen ve pelvik bolgede paraspinal
sempatik zincirden gelisen, vertebralarin noéral foraminalarindan spinal kanal
icerisine uzanip sinir kokleri ya da medulla spinalise basi yapabilen tiimorlerdir.
Buna bagli olarak sirt agrisi, subakut veya akut parapleji, mesane ya da anal sifinkter

fonksiyon kaybiyla karsilagilir (60).
Farkli bulgular ve semptomlar metastatik hastalik ile iligskilendirilir.

Propitozis ve periorbital ekimoz (rakun go6zili) periorbital kemiklerin

metastatic infiltrasyonuna baglhidir.

Opsomyoklonus sendromuna (OMS) neden olabilirler. OMS sendromu yeni
tan1 almig NB olgularinin %2- 4’tinde goriilen, hizli goz hareketleri (opsoklonus),
ataksi ve myoklonik sicramalar ile karakterize edilen bir sendromdur. Tiimore karsi
gelisen antikorlarm serebellar ve noral hiicrelerle ¢apraz reaksiyon vermesi sorumlu
tutulmaktadir. Iyi biyolojik &zelliklere sahip tiimorlerle birliktelik gdsterdiginden bu
hastalarin tiimor prognozu iyidir. Tiimoriin kaybolmasma ragmen hastalarin %70-
80’inde uzun silireli motor gelismede gecikme, dil sorunlar1 ve davranigsal
bozukluklar gibi nodrolojik fonksiyon kayiplar1 goriilebilir. OMS tanisi alan
cocuklarin %30-50’sinde NB ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle, OMS tanis1 alan
her hastaya [-MIBG sintigrafisi ¢ekilmeli ve BT ile tiim viicut taranmalidir (60,68).

2.4. Antiepileptikler
2.4.1. Lamotrijin

Fenitoin ve karbamazepine benzer mekanizma ile voltaja bagimli Na
kanallarinin inaktivasyonunu uzatarak tekrarlayan ateslemeler1 Onler, boylece
noronal membranlar: stabilize ederek etki gosterir (70). Temel etkisi voltaj duyarl
Na" kanallarin1 bloke etmesidir. Boylece presnaptik néron membranmi stabilize
etmekte ve Ozellikle glutamat olmak iizere eksitator norotransmitter salmimini

azaltmaktadir (71). Ancak ayn1 zamanda Na" bagimli GABA salmimmi da azaltir
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(72). Na' kanallarin1 inaktive durumda stabilize ettiginden, normal ndron
elektrofizyolojisine dokunmaksizin, selektif olarak devamli ve epileptik fokuslarin
karakteristigi olan yiiksek frekansli depolarizasyonlar1 azaltmaktadwr (73,74).
Kortikal ve striatal néronlarda yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum akimlarini inhibe
eder. Lamotrijin bu etkisini 6zellikle N- ve P-tipi kalsiyum kanallar1 {izerinde
gerceklestirir .Lamotrijin genis antiepileptik spektruma sahiptir (75). Jenaralize ve
parsiyel epilepside monoterapide kullanilmaktadir. Epilepsi disinda da bazi

hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta ya da kullanim potansiyeli igermektedir.

Gastrointestinal yoldan hizla emulir. Oral verildiginde tama yakin ve
yiyeceklerden etkilenmeksizin absorbe olarak %98’lik biyo-yararlanim saglar. Oral
almimi takiben 1-3 saat sonra maksimum plazma konsantrasyonu olusturur. Gastrik
re-siklus nedeniyle 4-6 saat sonra plazma seviyesi ikinci kez yiikselir. Plazma
proteinlerine %355 oraninda baglanir (76). N-2-glukronidasyon ile karacigerde
metabolize edilip, %80-90’1 idrarla atilir. Mikrozomal enzim indiiksiyonu veya
otoindiiksiyon yapmaz (77). Lamotriginin plazma diizeyi ile etki ve yan etki profili
korele degildir. Etkin plazma diizeyi kesin olarak belirlenmemistir. Monoterapide ilk
ila¢ olarak kullanmildig1 baz1 ¢aligmalarda bu diizeyin 2-4 mg/L (4-16 mikro-mol/L
olabilecegi ortaya konulmustur (78, 79).

Lamotriginin sik goriilen yan etkileri: Dizziness, bas agrisi, diplopi, ataksi,

gorme bozuklugu, bulanti, somnolans, deri dokiintiisii, dispepsi (80,81)

2.4.2. Primidon

Fenobarbitalin deoksi tiirevi olan primidonun etki mekanizmasi gosterilmis
olup 1952°den beri antiepileptik olarak kullanilmaktadir. Kendisi aktiftir ve ayrica iki
aktif metaboliti vardir. Primidon emildikten sonra karacigerdeki biyotrans
formasyonu sirasinda fenobarbital ve feniletilmalonid (PEMA) adli iki metabolite
dontisiir; antiepileptik etkisi hem ilacin kendisine hem de metabolitlerine, 6zellikle

de fenobarbitale baghdir.

Aktif metabolitlerinden fenobarbital tonik klonik, feniletilmalonid (PEMA)

ise kompleks parsiyel nobetlere etkilidir. Absansta etkisizdir.

17



Kiiciik ¢ocuklarda myoklonik epilepsilerde faydalhdir. Parsiyel ve tonik
klonik nobetlerde alternatif bir secimdir. Esansiyel tremor tedavisinde de

kullanilabilir.

Tek bir dozundan sonra tepe plazma konsantrasyonuna 2-5 saat sonra ulasir.
Beyindeki konsantrasyonunun plazma konsantrasyonu ile korelasyon gosterdigi
bilinmektedir, beyin/plazma oranm1 0,9’dur. Proteine baglanma orani diisiiktiir, total
plazma diizeyinin %80’ini baglanmamis primidon olusturur. Primidonun yaklasik
%20-25’1 fenobarbitol’e donlismektedir; bu degiskenlik kisiler arasinda fark gosterir.
Primodunun yarillanma omrii 10-25 saat dolayinda olup, ortalama 12 saattir ve
metabolitlerine gére daha kisa yarilanma Omriine sahiptir; bu nedenle ideal doz

araligini hesaplamak zordur (82).

Jeneralize ve parsiyel tipteki nobetlerde etkin bir ilagtir. Yetigkinlerde giinliik
stirdiirme dozu 250-750 mg, ¢ocuklarda ise 15-30 mg/kg’dir ve doz genellikle ikiye

boliinerek verilir.

Yan etkileri fenobarbitale benzer; fakat daha siddetlidir. Ozellikle sedasyon
ve bas donmesi sik goriilen yan etkileri arasindadir. Tedaviye diisiik dozla baslayip,

giderek dozun artirilmasi dnerilmektedir.

2.4.3. Topiramat

Topiramat, dogada bulunan monosakkarid D-fruktoz’dan ftiretilen yeni bir
antiepileptiktir. Topiramat; 2,3:4,5-bis-0-(1-metiletiliden)-p-D-fruktopiranoz
sulfamat (8) seklindeki yapisi ile bilinen diger antiepileptiklerden farklidir. Ampirik
formula CI12H21NOSS olan beyaz renkli kristalize bir tozdur.

Topiramatin {i¢ sekilde etkisini gosterdigi diisiiniillmektedir.

1. Voltaja bagimhi Na’ kanallarmi1 bloke ederek epileptiform desarjlar1

azaltir.

Elektrofizyolojik caligmalarda spontan epileptiform desarj aktivitesi gosteren

sigan hipokampal noron kiiltiirline uygulandiginda spontan epileptiform desar;j
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stiresini ve her desarjda olusan aksiyon potansiyellerinin sayisin1 zamana bagl olarak

azaltir (84). Bu etki fenitoin ve karbamazepinde de gozlenmistir (85,86).
2. GABA reseptorlerindeki GABA aktivitesini arttirir.

Kemirgen serebellar graniil hiicre kiiltiirlerinde yapilan calismalarda Cl'u
bosaltilmis noronlarda CI" akimimi tek basina GABA’ ya kiyasla daha fazla artirdig:
gosterilmistir. Cl- akisi lizerindeki etkisinin doza bagimli oldugu gosterilmistir. Buna
ek olarak, benzodiazepin agonisti olan flumazenil kortikal noronlarda bulunan
GABA reseptorlerindeki topiramat tarafindan arttirilan GABA’ya bagli akimlari
inhibe etmemistir (87,88).

3. Glutamat reseptorlerinin AMPA/kainat alt tipini antagonize eder.

Topiramat, sican hipokampal ndron kiilturiinde ice dogru olan akimlarda
konsantrasyon bagimli olarak azalmaya yol agar. Bu etkiyi topiramatin glutamat
reseptorunun kainat / a-amino-3- hidroksi-5-metilisokszol-4-propionik asit (AMPA)

alttipi iizerinde antagonistik etki yaparak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.

Ancak, 200uM’e varan konsantrasyonlarda topiramat glutamate
reseptorlerinin - N-metil-D-aspartat (NMDA) alt tipi uzerinde hicbir etki

gostermemistir (83).

Ayrica topiramat karbonik anhidraz enzimini inhibe eder. Bunun bilinen bir
karbonik anhidraz enzim inhibitoru olan asetozolamide gore daha hafif bir inhibisyon
oldugu bildirilmektedir. Karbonik anhidraz enzimi viicutta bircok yerde bulunan ve
baslica asit-baz tampon sisteminde gorevli karbondioksit ile suyun birlesmesini

katalize eden enzimdir.
Karbonik anhidraz
CO; + H,0 H,CO3 H+ + HCO5’
Karbonik anhidraz enzim inhibisyonu sonucu; (89)

1) H" uretiminin azalmasi sonucu bobrek tiibuluslarinda Na® - H'
kotransportu azalir ve su reabsorbsiyonu azalir. Yani diuretik etki

gosterir.
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2) Bobrek hucreleri distal tubullerinde H' azalmasi sonucu buradan K
salgilanmasinda artma olur. Bunun sonucu idrarda potasyum kaybi ve

hipokalemi olusur.
3) Vucuttan HCOj; kaybi artar metabolik asidoz gelisir ve idrar alkalilesir.

4) H' olusumunun azalmasma bagh olarak amonyagmn amonyum iyonuna
donusumu azalarak amonyak emilimi artar ve 6zellikle sirozlu hastalarda

onemli olan amonyak retansiyonu gelisir.

5) Eritrositlerde CO, nin taginma yollarindan biri olan karbondioksitin su ile

birlesip bikarbonat olusumu azalacagindan pCO, artar.

Yapilan in vivo caligmalarda eritrosit karbonik anhidraz izozimlerini
(karbonik anhidraz I ve IV) yine bilinen bir karbonik anhidraz enzim inhibitoru olan
asetazolamide kiyasla daha hafif bir gilicle inhibe etmistir. Bu nedenle tedavi

sirasinda bobrek tasi olusumu ve parestezi potansiyeli bulunmaktadir (90-92).

2.4.4. Vigabatrin

GABA’nin yikillmmnda rol oynayan GABA transaminaz enzimini geri
dontistimsiiz inhibe eder. Deneysel ¢alismalar ilacin merkezi sinir sisteminde GABA
diizeylerini belirgin derecede arttirdigini ortaya koymustur. Cesitli antiepileptiklere
direngli parsiyel epilepside ve Ozellikle tuberoskleroza bagli infantil spazmlarda
(West sendromunda) etkili oldugu gosterilmistir ve bu infantil spazmlarda
monoterapi olarak oOnerilmektedir (93). Direncli parsiyel epilepsilerde, diger

antiepileptiklere ikincil ilag olarak eklenir.

Agizdan alindiginda tiimiiyle emilir. Yarilanma omrii yaklagik yedi saattir.
Biyotransformasyona ugramadan bdbrekler yoluyla atilir. Etkileri ile plazma

konsantrasyon arasinda ilisks olmadigindan plazma diizeyi 6l¢iilmemektedir.

Yan etkileri, gorsel fonksiyon bozuklugu, sedasyon, bas donmesi, depresyon,
psikoz gibi psikiyatrik bozukluklar, kilo alma, uyusukluk ve ataksidir (94). Bunlar
icinde en Onemlisi gorme bulanikligi, ¢ift gorme, gorme alami kaybi, okiiler kan

akimmda azalma seklinde gorsel fonksiyon bozuklugudur. Gorme alani kayba,
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hastalarin farkedemedigi konsantrik periferik gérme alani daralmasi seklindedir ve
kalicidir. Bu nedenle vigabartrin kullanan hastalarin tedaviye baglamadan once ve
tedavi sirasinda oftalmojik parametrelerinin  bu agidan dikkatle izlenmesi

Onerilmektedir.
2.4.5. Lakozamid

Lakozamid aktif maddesi (R -2-asetamido-N-benzil-3-metoksipropionamid),
fonksiyonelize bir amino asittir. Lakozamidin insanlardaki antiepileptik etkileri ile
ilgili etki mekanizmasi heniiz tam agiklanamamaktadir. In vitro elektrofizyolojik
calismalar; lakozamidin segici olarak voltaj kapili sodyum kanallarinin yavas
inaktivasyonunu arttirdigini gdstermistir, bunun sonucu olarak yiiksek derece

uyarilabilir néronal mebranlarin stabilizasyonu meydana gelir.

Lakozamid, parsiyel ve primer jenarilize ndbetler igin, genis bir hayvan

modeli araliginda, ndbetlere karsi koruma gostermistir.

Klinik olmayan deneylerde, levetirasetam, karbamazepin, fenitoin, valproat,
lamotrijin, topiramat veya gabapentin ile kombinasyonda lakozamid sinerjistik veya

aditif antikonviilsan etkiler gostermistir.

Lakozamid oral uygulamadan sonra hizla ve tamamen absorbe olur.Oral
biyoyararlanim1 %100’e yakindir. Oral uygulamayi takiben, degismemis lakozamidin
plazma konsantrasyonu, hizla artar ve doruk plazma konsantrasyonuna (Cpaks) doz
uygulanmasindan yaklasik 0.5-4 saat sonra ulasilir. Gidalar emilim hiz ve miktarini

etkilemez.

Lakozamid, baslica renal atillm ve biyotransformasyon ile sistemik
dolasimdan elimine olur. Radyoaktif isaretli lakozamidin oral ve intravendz
uygulanmasindan sonra, uygulanan radyoaktivitenin yaklasik %951 idrarda,
%0,5’ten az1 gaytada saptanir. De§ismemis ilacin eliminasyon yar1 6mrii yaklasik 13
saattir. Farmakokinetigi dozla orantili ve zaman boyunca sabit, bireysel ya da

bireyler arasi degiskenligi diisiiktiir (95,96).
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2.4.6. Okskarbazepin

Okskarbazepin (OXC) 10,11-dihydro-10-oxo-5H-dibenz molekiiliinde olup
etkisini voltaj bagimli sodyum kanallarin1 bloke ederek gdsteren yeni antiepileptik
ilaglardandir. Oral alimindan 1 saat sonra maksimum plazma konsantrasyonuna
ulasmakta ve indirgenme metabolizmas1 ile monohidroksi tiirevi olan 10-hydroxy-

10,11-dihydro-10-oxo-5H-dibenz’e (mono hidroksi derivesi) doniigmektedir.

Monohidroksi derivesi oral alimdan sonra aktif olan ilag komponenti olup
farmakokinetik etkilerden sorumludur ve yarillanma 6mrii 9 saattir. OXC iki dozda
kullanildiginda kararli serum seviyesi yaklasik 2-3 giinde olusur ve doz artimi ile
kararli serum diizeyi olusumu iliskilidir. In vivo olarak proteinlere baglanma orani
%40 olup gidalarla birlikte almmasi emilimini degistirmemektedir. Karacigerde

glukuronidasyona ugrayarak metabolize edilir ve metabolitleri iiriner yolla atilir.

OXC erigskin ve c¢ocukluk caginda parsiyel epilepsilerde monoterapi veya
ilave tedavide de kullanilabilmektedir. OXC’nin yan etkilerinin az olmasi ve parsiyel
epilepsy tedavisinde kullanilan diger ilaglar kadar nobet kontrolii saglamas1 avantaj
olarak gosterilmektedir. Hiponatremi, OXC kullanan hastalarm %25’inde ortaya
cikabilmekte ve genellikle asemptomatik olmaktadir. En sik goriilen yan etkileri

uyku hali, bas agrisi, bulanti, apati, ve cilt dokiintiistidiir (97-100).

2.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin gelisimi ve yontemleri, organ ve doku kiiltiirti
calismalariyla yakindan iligkilidir. Bundan dolay1r da onlarla benzer ozellikler
tasimaktadir. Doku ve hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 yiiz yili askin bir siiredir

yapilmaktadir.

Hayvansal hiicre kiiltiirii teknikleri 1900’lerin ortalarinda laboratuvarda rutin
olarak uygulanmaya baslanmis' fakat asil doku kaynaklarindan ayrilarak yasayan

hiicre hatlar1 kavrami 19. yiizyilda ortaya konmustur.

Hiicre kiiltiirii, canli dokulardan alinan hiicrelerin yagama ve iiremelerinin in

vitro kosullarda besin ve biliylime faktorleri ile saglanmasi iglemidir (101).
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Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut isisinda kiiltiire edilmekte ve
viicudun 6zgiin fizyolojik konumunu taklit eden besleyici sivilarda ¢ogaltilmaktadir.
Bu besiyeri plazma, serum, amino asit, mineraller, seker, tuz, vitamin ve

antibiyotikleri icermektedir (102).

Hiicre kiiltiirleri, bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilastirmalar yapilabilmesi, tekrarlanabilirligi, ¢alisma kosullarinin

standardize edilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolayi tercih edilmektedir (103).
Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinin Avantajlan

e Her cins doku veya hiicrelerde kimyasal maddelerin etkileri ayr1 ayri

arastirilabilme 6zelligi tasir.

e Hiicreler {izerindeki etki dogrudan dogruya gozlenir, bu yiizden
calismadaki yanit da hizli olur ve etkiler iizerinde standart Olgtimler

yapilabilir.

e Istatistiksel olarak hayvan deneyleriyle karsilastirilamayacak kadar fazla

hiicre kullanilabilir.

e Uygulamalar pH, nem, oksijen, karbondioksit, ozmotik basincin standart

oldugu sartlarda tekrarlanabilir.

e Organizmadaki karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan arastirmalar

in vitro sartlarda defalarca ¢alisilabilir.

e Hiicreler kolayca tasmnabilir. Karantina gibi bir sorun olmadigindan ¢ok

uzak iilkelerde bile deneyler ve uygulamalar ayni sartlarda yapilabilir.

e Hiicre kiiltiirleri ile yapilan deneyler hayvan deneylerine kiyasla daha

ekonomiktir.
Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinin Dezavantajlar

e Tek basina doku ve hiicre kiiltiirlerinin yeterli bilgi saglamast miimkiin

degildir (in vivo ve in vitro).

e Kimyasal maddelerin, ilaglarin hiicrelerin davranmiglar1 iizerine olan

karmasik etkileri incelenemez.
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e in vitro c¢alismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin  hazirlanmasi  ve
mikroskobik inceleme bir uzmanhg: gerektirir (104). Bu ylizden deneyim

kiiltiir galigmalarinda 6nemlidir.

e Hiicreleri uzun siire dondurmak, biyokimyasal ve genetik degisikliklere
sebep olabilir. Ayrica normal dokulardan elde edilen hiicre soylar1 yavas

yavas cogalma potansiyellerini kaybedebilirler.
Hiicre kiiltiirti calismalar1 temel olarak;
1. Hiicrelerin normal fizyoloji ve biyokimyasin1 aragtirmak,
2. Spesifik hiicreler iizerinde baz1 bilesiklerin etkilerini test etmek,
3. Spesifik hiicre tiplerini kombine ederek yapay dokular elde etmek,

4. Yeni biyolojik materyallerin sentezlenmesini saglamak amaciyla,

kullanilir (101).

Hiicre kiltlirti isleminin yapildigi laminar flow kabinlerin, kullanim
oncesinde UV (ultraviyole, mordtesi) 1sikla sterilizasyonunun saglanmasi gerekir.
Hiicreler yaklasik olarak %5 CO, igeren ortamda iiretildikleri i¢in CO, etiivlerinden
yararlanilmaktadir. Hiicreleri gozlemek i¢in de faz kontrast mikroskoplar kullanilir

(105).

Farkli dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri {i¢ grup altinda toplanmaktadir

(106);

1. Primer hiicre kiiltiirleri: Orijin aldig1 dokudan ayrildiktan sonra kiiltiir
kabma ekimi yapilan ilk hiicreleri igerir. Alindig1 dokunun fizyolojik
ozelliklerini tagiyan bu hiicreler genotip ve fenotip olarak orijinal doku

hiicresi ile ayn1 6zellikleri tagir. Ancak pasaj sayilart sinirlidir (106,107).

Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltiir ortamindan digerine
tasmirlar. Bu isleme subkiiltiir adi verilir. Yeni iiretilen hiicre kiiltiirleri ayni
fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre hatlarini olustururlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin
alindig1 dokularin 6zelliklerine gore degismek sartiyla degisen oranlarda subkiiltiire

izin verirler (107).

Bu tipe ornek olarak EMF (Embriyonik Mouse Fibroblast) hiicre kiiltiiri,
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Tavsan bobrek hiicresi, Maymun bobrek hiicresi, primer aortik, gdbek kordonu

endotel hiicreleri, primer hepatosit ve primer diiz kas hiicreleri vs. gosterilebilir.

2. Devamli hiicre kiiltiirleri: Bu tip kiiltiirlerde yetistirilen hiicreler sonsuz
cogalma ozelligi olan tek tip hiicrelerden olusur. Bu hiicreler kanserli
dokulardan veya diploid hiicrelerden transformasyon ile meydana gelirler.
Transformasyon gecirmeleri nedeniyle fizyolojik ozelliklerinin hepsini

koruyamazlar.

3. Diploid hiicre kiiltiirleri: Primer kiiltiirlerin pasajlanmasi ile elde edilirler.
Bu kiiltiirlerdeki hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini % 80-90
oraninda korumaktadirlar. Diploid kiiltiirlerdeki baz1  hiicrelerde,

kromozom 6zellikleri kaybolabilmektedir (106,107).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, yaygin olarak kullanilan alti1 farkli antiepileptik ilacin,
NA/An1 Mouse neuroblastoma (Fare) hiicre hatt1 (T98G), LN -229 GB hiicre hatt1
(C6) hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisi, hiicre kiiltiirii sartlarinda, gercek zamanli

hiicre analizi ile invitro kosullarda arastirilmaistir.

Arastirmamiz, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi

laboratuarinda Farmakoloji Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Orneklerinin Hazirlanmasi

Arastirmamizda, hiicre kiiltlirtinde degerlendirilmek {izere lamotrijin,
lakozamid, okskarbazepin, primidon, topiramat, vigabatrin etken maddeli
antiepileptik  ilaglar kullamilmistir. Tablo 3.1 de arastirmada kullanilan
antiepileptiklerin etki mekanizmalar1 gdsterilmektedir. Test materyalleri ile ayni
hiicre kiiltiirii sartlarinda degerlendirmek {izere materyal konmayan, yalnizca
NA/Anl Mouse neuroblastoma (Fare) hiicre hatt1 (T98G), LN -229 Glioblastom

hiicre hatt1 (C6) iceren besiyeri pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Tablo 3.1: Caligmada kullanilan antiepileptikler ve kisa etki mekanizmalar1

MATERYAL ETKi MEKANIZMASI
Lamotriimn Voltaja bagimli sodyum iletim blogu, presinaptik eksitator
J aminoasit (glutamat ve aspartat gibi) kalitimi modulasyonu
Primidon GABA-A resept.or a}(tlylte artisi,glutamat azaltma, sodyum,
potasyum ve kalsiyum ileti azalmasi
Secici  olarak voltaj kapili sodyum kanllarinin  yavas
Lakozamid inaktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir bunun sonucu olarak
yiksek derece uyarilabilir néronal mebranlarin stabilizasyonu
meydana gelir.
Okskarbazepin Sodyum kanal b}qkap, pq_tasyum iletim artig1, yiiksek voltajla
kalsiyum kanal aktivite modiilasyonu
Sodyum kanal blokaji, GABA ile iliskili klor alim artisi, GABA A
Topiramat reseptdr modiilasyonu, AMPA reseptor etkili, karbonik anhidraz
inhibisyonu
Vigabatrin GABA transaminaz mhibitori
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Calisma i¢in ilaglarin kullanildigi konsantrasyon degerleri proliferasyon
paternine uygun olarak hiicre sayisinin arttigi1 donem olan log fazinda uygulandig:
icin ilaglarin uygulanma saatlerinde farklilik olmustur.Deneylerin sonlanma saatleri
ise kontrol hiicrelerinin doygunluga ulasip artik egrilerin asagi dogru gitmesi ile
belirlenmistir. Ayrica ilaglarin konsantrasyon farklar1 ise daha 6nceden bu ilaglarin
kullanildiklar1 in vitro farkli caligmalar incelenerek belirlenmistir.Caligmamiza dahil
edilen alt1 antiepileptik ilacin antimitotik potansiyeli daha dnce GB ve NB {izerinde

karsilagtirilmali olarak arastirilmamastir.

Test materyallerinin mitotik proliferasyon etkilerinin belirlenmesi i¢in
sirastyla; test Orneklerinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu, hiicre kiiltiliriiniin
hazirlanmasi, Xcelligence testinin yapilmasi islemleri takip edilmistir. Uygulanacak
testlerde standardizasyonun saglanmasi amaciyla, tiim ornekler in vitro hiicre kiiltiirii
calismalari i¢in standart prosediirleri igceren ISO 10993-5 protokoliine uygun olarak

hazirlandi.

Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Merkezi'n de
(CUTFAM) gergeklestirildi. Calismamizda, Tarim ve Koy Isleri Bakanligma baglh
Sap Enstitiisiinden temin edilen NA/Anl Mouse neuroblastoma (Fare) hiicre hatti,
LN-229 Glioma hiicre hatt1 kullanildi. Sap Enstitiisiinden temin edilen hiicreler
CUTFAM ¢ daki hiicre kiiltiiri modiiliinde 25 ¢cm® ve 75 cm?’lik flasklarda, % 5
CO,, % 95 nem iceren karbondioksitli inkiibatdr ortaminda tutularak c¢ogaltildi.
Hiicreler i¢in besiyeri olarak “Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu” (DMEM)
kullanild1 (Tablo 3.2) (Sekil 3.2). DMEM’e ek olarak % 10 oraninda fotal sigir
serumu (FBS) ve %1 oraninda penisilin-streptomisin kullanildi (Sekil 3.2). Hiicreler
%70 yogunluga ulasip flaskin yiizeyini kaplaymca, haftada en az iki kere
pasajlanarak cogaltild1 (Sekil 3.1). Tiim islemler UV 1sikla sterilize edilen laminer
akiml kabin igerisinde gerceklestirildi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). % 0.05 tripsin, 0.53
mM EDTA soliisyonu ile hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Hiicre
siispansiyonunun iizerine DMEM eklenerek tripsinin etkisi notralize edildi ve hiicre

siispansiyonu flasklar arasinda paylastirildi.
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Sekil 3.1: Hiicrelerin incelenmesinde kullanilan mikroskop ve LN -229
Glioma hiicre hatt1 ve NA/Anl Mouse neuroblastoma (Fare)

hiicre hatt1 hiicreleri i¢in kullanilan flask.

TRYPSIN-EDTA =

[SOLUTION A

| 0.29% TRYPSIN 8 EQTA (15000
SALINEA

Sekil 3.2: DMEM, Fétal sigir serumu (FBS), Penisilin-streptomisin, Tripsin,
EDTA.
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Tablo 3.2: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri ve igerigi

Hiicre Kiiltiir Besi Yeri Kullamlan Miktar | Uretici Firma

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 100 ml Sigma Aldrich

(DMEM) Cheme, Germany

Penicilin/Streptomycin (1000 U/10000 1 ml Biochrom K@, Berlin

Mg/ml) Germany

L-glutamin 1 ml Biochrom KG, Berlin
Germany

Fetal Bovine Serum (FBS) 4 ml Biochrom KG, Berlin
Gernay

Sekil 3.3: Hiicre kiiltiirii agamalarmin gergeklestirildigi steril laminer akimli

kabin.

Sekil 3.4: Hiicre kiiltiirii agamalarmin gergeklestirildigi steril laminer akimli

kabinin i¢ goriiniimii.
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Sekil 3.5: %5 CO; igeren inkiibator

3.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri
3.2.1. Hiicre Hattinin Acilmasi

Uzun siire s1v1 azot buharinda saklanmis olan hiicreler ¢oziinmesi saglanana
kadar 37 °C’lik su banyosunda tutuldu. Coéziinen hiicre siispansiyonu % 20 FBS
iceren medyum ile muamele edilerek flasklara kondu, sonrasinda 3-4 saat 37 °C’de,
% 5 CO; ve 1 atm basing altinda inkiibasyona birakild: (Sekil 3.5). Bu siirenin
sonunda hiicre medyumu %10 FBS i¢ceren medyumla degistirildi.

3.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreler 25 cm’’lik flasklarda 8-10 ml, 75 cm®lik flasklarda ise 25 ml %10
FBS ve %1 (100 IU) penisilin-streptomisin iceren DMEM medyumu igerisinde % 70

yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle tiretildi.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklar icerisinde yeterli yogunluga gelen hiicrelerden medyum
uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine % 0.05’lik tripsinden, kiiciik flasklara 1-2 ml,
biiyiik flasklara 3-4 ml eklenerek 2-3 dakika bekletildi. Flasklar 37 °C’lik %5’lik
CO; etiivde 2-3 dakika bekletilerek hiicrelerin kontrollii sekilde kalkmalar1 sagland:.

Yiizeyden ayrilan hiicrelerin {lizerine tripsinin etkisini bloke etmek icin tripsinle ayni
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miktarda medyum eklendi ve iyice pipetaj yapildiktan sonra, santrifiij tiipiine
siispanse halde toplanan hiicreler 800 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant
(tst faz) kisim uzaklastirildi. Bir miktar medyumla siispanse edilen ve iyice pipetaj
yapilan hiicreler yeterli miktarda medyum konulmus flasklara eklendi. Flasklar

37°C’lik %5’°1ik CO; etiive kaldirildi.

3.2.4. Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini1 hesaplamak
icin, iizeri 4 adet 16 kii¢iik kare iceren bolgeden olusan 1 mm”’lik alan ve 0.1 mm
derinlige sahip hemasitometre kullanildi. Siispansiyonun mililitresindeki toplam

hiicre sayis1 asagidaki formiille hesaplandi.

Toplam hiicre sayisi/ml = Hemasitometre sayim sonucu x 10* x Medyum miktar1 (ml)

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler %0.05’lik tripsin uygulamasi ile tutunduklar1 yiizeyden kaldirildi.
Kalktiklar1 gbzlenen hiicrelere tripsinin etkisini bloke etmek i¢in medyum eklendi ve
siispansiyon santriftij tiipiinde toplanarak 800 rpm’de 10 dk santriftij edildi.
Stipernatant kisim wuzaklastirildi. Pellete tekrar medyum eklendi ve tripsinin
etkisinden kurtarmak i¢in tekrar santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda pellete tekrar
medyum ilave edildi ve pipetajla hiicreler tek hiicre siispansiyonu haline getirildi.
Hemasitometrede hiicre sayimi yapildi. Hiicreleri i¢eren falkon tiipii, %90 FBS ve
%10(dimetil siilfoksil) DMSO igeren medyumlu falkon tiipii buz igerisine oturtuldu.
Kullanilacak soguga dayanikli saklama tiipleri (cryo tiip) de buza oturtularak
sogumalar1 saglandi. Tiip icerisindeki tek hiicre slispansiyonundan DMSO’lu
serumlu medyum igerisine alinan hiicreler cryo tiipline damla damla ilave edildi.
Saklama tiipii 1 gece -20°C’de, 1 gece de -70°C’de bekletildikten sonra siv1 nitrojen
buharma alindi. Tiim bu uygulamalar tiipteki son konsantrasyon 2.5x10° hiicre/ml

olacak sekilde yapildi.
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3.3. xCELLigence sistemi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (XCELLigence sistemi) dort ana
bilesenden olusur: RTCA analizorii, RTCA DP istasyonu, entegre yazilim ile RTCA
bilgisayar ve atilabilir E-plate 16” dir (Sekil 3.6-3.8).

Analiz cihazi ve diziistii bilgisayar disarida yer alirken, RTCA DP istasyonu,
standart bir doku kiiltiiri inkiibatorii icerisindedir. XCELLigence sisteminin temeli
E-platel6’dir. Yaygin olarak kullanilan 96 kuyucuklu platelere benzer bir
uygulamasi olan, RTCA DP cihazi iizerinde hiicre bazli deneyleri gerceklestirmek
icin kullanilan, tek kullanimlik atilabilir bir alettir. fakat E-plate 16, 96 kuyucuklu
platelerden zemininde altin plakalar igermesi, her bir kuyucukta ayri ayri deney
yapilabilmesi ve bunlarin sonuglarmin ayr1 ayr1 degerlendirilebilmesi 6zelligi ile cok
farklidir. E-plate 16 diisiik buharlasma saglayan bir kapak tasarimima sahiptir. Her
kuyucugun taban ¢ap1 5.0mm=+0.05mm; toplam hacmi 210+5 pL’dir. Her kuyucugun
zemin alaninin yaklasik %80’1 dairesel elektrodlarla kaphdir. Sensor elektrodlarin
elektronik empedanslari, elektrodlar iizerindeki hiicrelerin fizyolojik degisikliklerini
tespit etme ve izlemeye izin verecek sekilde Slgiiliir (Sekil 3.9). RTCA 6lgiimleri
boyunca elektrodlara uygulanan voltaj 20mV (RMS) civarindadir. Herbir kuyucuk
icinde elektrodlar arasinda Olgiilen empedans, elektron geometrisine, kuyucuk
icindeki iyon konsantrasyonuna ve hiicrelerin elektrodlara bagh olup olmamasina

baghdir.

RTCA yazilimi kullanicilarin ortalama deger, maksimum ve minimum
degerler, standart sapma (SD), maksimum etkinin yarisim1 yapan konsantrasyon
(EC50), maksimum inhibisyonun yar1 konsantrasyonu (IC50), hiicre indeksi (CI) ve

grafik gibi parametreler elde etmesini saglar (RocheDiagnosticsGmbH).
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Sekil 3.6: RTCA DP istasyonu ve diziistii bilgisayar

Sekil 3.7: Analiz cihazi

Sekil 3.8: RTCA DP istasyonu
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Sekil 3.9: Kuyucuk tabanindaki altin plagin hiicrelerin elektrik yiik

empedanslarmi 6lgmesi

Sekil 3.10: E-plate 16

3.4. Hiicre Proliferasyon Calismasi (Ger¢cek zamanh hiicre analiz sistemi,

Xcelligence Deneyi)

Calismamizda kullanilan lamotrijin, lakozamid, okskarbazepin, primidon,
topiramat, vigabatrin etken maddeli antiepileptik ilaglarn in vitro antimitotik
etkinlikleri, ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. xXCELLigence
sistemi Uretici firma talimatlarina gére kullanilmistir (Roche Applied Science and

ACEA Biosciences).

Calismada E-plate 16 isimli, her bir kuyucugu 250 pL. hacminde, zemin ¢ap1
5 mm olan ve 16 kuyucuktan olusan plateler kullanildi (Sekil 3.10). ilk olarak her bir

kuyucuga hiicre icermeyen, 100 uL besiyeri karisimi konularak cihazda bir bazal
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okuma yaptirildi. Ardindan flasklardan tripsinizasyon ve santrifiij (800 RPM, 10
dakika) yoluyla toplanan hiicreler kuyucuklara 100 pL hacim igerisinde ekildi.

C6 ve T986 hiicreleri laminer flow kabin igerisinde kuyucuklara ekildikten
sonra plate inkiibatoriin icerisine yerlestirildi ve 1’er saatlik zaman araliklar1 ile
hiicre biiyiimeleri takip edildi. Kuyucuklara ekilen C6 (glioma hiicresi) ve T98G
(noroblastom hiicresi) hiicreleri kuyucuk tabanina yapist1 ve burada uygun besin ve
0,/CO; ortaminda biiyiimelerini siirdiirdiiler. Kuyucuk tabanimna yerlestirilmis olan
altin plak elektrik akimini kullanarak boliinen hiicrelerin elektrik yiikk empedanslarini
Olgtii ve hiicrelerin biliylime indekslerini tespit etmemizi sagladi. Hiicrelerin hizli
biiylime fazina girmelerinin ardindan (Log fazi), deney grubu olarak belirlenen
kuyucuklara sitotoksik etkinligi degerlendirilecek ajanlar 10 pL. hacim igerisinde,
degisen konsantrasyonlarda (1/1 ve 1/2 diliisyonlarda) uygulandi (Sekil 3.11-12).
Ayn1 deney seti igerisinde antiepileptik igermeyen, sadece medium ve hiicre i¢eren
kontrol grubu ilave edildi. Ayrica hiicre igermeyen negatif kontrol grubu da
calismaya dahil edildi. Bu uygulamayi takiben plate yeniden inkiibatoriin igerisine
yerlestirildi. Ekstraksiyon sivist uygulamasinin ardindan 1’er saatlik Olglimlere
devam edildi. Takip 24-72 saat boyunca devam ettirildi. Xcelligence testi ile
materyallerin C6 ve T98G hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirildi ve
bulgular ile her materyale ait ortalama hiicre proliferasyon yiizdeleri hesaplanarak

elde edilen degerler istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Sekil 3.11: Steril kabin igerisinde ekstraksiyon soliisyonunun E-platelere

uygulanmasi
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Sekil 3.13: xCELLigence sistemi bilgisayar1 ve inkiibatorii

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢aligmadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 16.0
bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Tiim verilerin ortalamasi ve standart hatasi
hesaplanarak veriler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu
(mean+SEM). Gruplar arasindaki fark varyans analizini takiben (ANOV A testi), post
hoc TUKEY testi ile arastirildi. p degerinin 0,05°den kiiclik olmasi durumunda fark
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antiepileptiklerin mitotik proliferasyon bulgular

4.1.1. Lakozamid

Lakozamid C6 glioma hiicreleri {izerindeki antimitotik etkisini
degerlendirmek amaciyla lakozamidin 25, 50 ve 100 mM konsantrasyonlar1
uyguland1 ve sonuglar gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi.
Proliferasyon paternine uygun olarak ilag uygulamasi 47. saatte gergeklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuglar 72. saate kadar takip edildi. Uygulanan tiim
konsantrasyonlarin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli antimitotik

etki gostermedigi gozlendi (p>0,05) (Sekil 4.1).

6- Lakozamid C6

—s=— Kontrol
—=— Lakozamid 100 mM

= Lakozamid 50 mM

== |_akozamid 25 mM

Hiicre Indeksi (Cl)

Zaman (saat)

Sekil 4.1:Lakozamid 25,50,100 mM konsantrasyonlarinin C6 glioma

hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi.

Lacozamidin NA/AN1 Noroblastom hiicreleri  tizerindeki
antimitotik etkisi C6 hiicrelerindekine benzer sekilde 25, 50, 100 mM

konsantrasyonlar uygulanarak yine gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak

degerlendirildi. 47. saatteki uygulamanin ardindan 72. saate kadar takip edildi.
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Uygulanan tiim konsantrasyonlarin kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli

sekilde giiclii bir antimitotik etki géstermedigi gozlendi (p>0,05).(Sekil 4.2).

6- Lakozamid NA/An1

—«— Kontrol
—a— Lakozamid 100 mM
+- Lakozamid 50 mM

e Lakozamid 25 mM

Hiicre Indeksi (Cl)

Zaman (saat)

Sekil 4.2: Lakozamid 25,50,100 mM konsantrasyonlarinin NA/AN1

noroblastom hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi.

4.1.2. Okskarbazepin

Okskarbazepinin C6 glioma hiicreleri {izerindeki antimitotik etkisini
degerlendirmek amaciyla okskarbazepin 7,5, 15 ve 30uM konsantrasyonlar1
uyguland1 ve sonuglar gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi.
Proliferasyon paternine uygun olarak ilag uygulamasi 5. saatte gergeklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuglar 24. saate kadar takip edildi. Uygulanan tiim
konsantrasyonlarin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
antimitotik etki gosterdigi gozlendi. (Okskarbazepin 7,5 pM-Kontrol p=0.00,
Okskarbazepin 15uM-Kontrol p=0.00 ve Okskarbazepin 30 uM-Kontrol p=0.00 ) .
Uygulanan konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda 30 ve 15 puM
okskarbazepinin 7.5 pM konsantrasyonundan istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha giicli antimitotik etki olusturdugu goézlendi (Okskarbazepin 30uM-
Okskarbazepin7.5uM  p=0.047 ve Okskarbazepin 15uM-Okskarbazepin7.5uM
p=0.047) inhibitér Konsantrasyon 50 (IC50) degeri 20.7 uM olarak hesaplandi (Sekil
4.3).
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Zaman (saat)

Sekil 4.3:Okskarbazepin 7.5,15 ve 30uM konsantrasyonlarmin C6 glioma

hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi

Okskarbazepinin NA/AN1 Noroblastom hiicreleri iizerindeki antimitotik
etkisi C6 hiicrelerindekine benzer sekilde 7.5, 15 ve 30uM konsantrasyonlar
uygulanarak yine gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi.
Okskarbazepinin 23. saatteki uygulamanin ardindan 36.saate kadar takip edildi. 7,5
ve 15uM konsantrasyonlarin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sekilde giiclii bir antimitotik etki gostermedigi gdzlendi (p>0.05) .IC 50 degeri 24,2
puM olarak hesaplandi. Fakat 30uM konsantrasyonda yapilan uygulamanin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki gdsterdigi gozlendi

(Okskarbezepin 30 uM-Kontrol p=0,042) (Sekil 4.4).

39



OXC NA/An1

Uygulama —e— Kontrol
1.5+ l OXC 30 uM
=
9_ ” —4— OXC 15 uM
.ﬁ o o
2 ; |t S s OXC 7.5 M
_8 1-0- 1&}\; .«FH"”'PP-'_[J_ : £ N
R ﬂffyl
& “\_‘*?.., 24 It
L.
Q J. J_ J.
3 0.54
I
|
0-0 1 1 I I ] )

0 6 12 18 24 30 36
Zaman (saat)

Sekil 4.4: Okskarbazepin 7,5, 15 ve 30uM konsantrasyonlarinin NA/AN1

noroblastom hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi.

4.3. Lamotrijin

Lamotrijmin  C6 glioma hiicreleri {izerindeki antimitotik etkisini
degerlendirmek amaciyla 1.25, 2.5 ,5 ve 10 nM konsantrasyonlar1 uygulandi ve
sonuclar gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. Proliferasyon
paternine uygun olarak ila¢ uygulamasi 19.saatte gergeklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuclar 36. saate kadar takip edildi. Uygulanan 1,25 ve
2,5nM  konsantrasyonlarin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
antimitotik etki gostermedigi gdzlendi (p>0,05). Lamotrijin 5SnM konsantrasyonunda
uygulama sonrasi 1lk 5 saatte belirgin antimitotik etki olurken sonrasinda bu etki
azalmistir.lamotrijin 10nM konsantrasyonda uygulandiginda 1se istatistiksel olarak
anlamli antimitotik etki gostermistir. (Lamotrijin 10nM-Kontrol p=0.00 ve
Lamotrijin 5SnM-Kontrol p=0.032). Inhibitér Konsantrasyon 50 (IC50) degeri 2.4215
nM olarak hesaplandi (Sekil 4.5).
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Lamotrijin C6

2.0+ Uygulama

Kontrol

Lamotrijin 10 nM
Lamotrijin 5 nM
Lamotrijin 2.5 nM
—— Lamotrijin 1.25 nM

SR

0000=d

Hiicre Indeksi (Cl)

Zaman (saat)

Sekil 4.5: Lamotrijin 1.25nM, 2.5nM,5nM ve 10 nM konsantrasyonlarmin C6

glioma hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisi.

Lamotrijinin NA/AN1 Noroblastom hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisi
C6 hiicrelerindekine benzer sekilde 1.25, 2.5, 5 ve 10 nM konsantrasyonlar
uygulanarak yine gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi.
Lamotrijin hiicre proliferasyon paternine uygun olarak 5. saatteki uygulamanin
ardindan hiicre proliferasyonlarinda 1,25 ve 2,5 nM konsantrasyonda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda belirgin antimitotik etki olusturmadigi izlendi (p>0,05)
5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1
antimitotik etki gosterdigi izlendi( Lamotrijin 10 nM —Kontrol p=0,00 ve Lamotrijin
5 nM-Kontrol p=0,038 ) .IC 50 degeri 2,8654 nM olarak hesaplandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Lamotrijinin 1.25, 2.5, 5 ve 10 nM konsantrasyonlarinin NA/AN1

noroblastom hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi.

4.4. Primidon

Primidonun C6 glioma hiicreleri Tlzerindeki antimitotik  etkisini
degerlendirmek amaciyla 12.5, 25, 50, 100 nM konsantrasyonlar1 uygulandi ve
sonuclar gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. Proliferasyon
paternine uygun olarak ilagc uygulamasi 11. saatte gerceklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuglar 24. saate kadar takip edildi. Primidon, hiicre
proliferasyonlarinda 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki olusturudugu
gozlendi (Primidon 25mM-Kontrol p=0.041, Primidon 50mM-Kontrol p=0.00,
Primidon 100mM-Kontrol p=0.00). Fakat primidon 12.5 nM konsatrasyonu kontol
grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05). IC50
degeri 8.6 mM olarak hesaplandi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: C6 glioma hiicreleri iizerindeki antimitotik etkisi.

Primidonun NA/ANT1 Noroblastom hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi C6
hiicrelerindekine benzer sekilde 12.5, 25, 50, 100 mM konsantrasyonlar uygulanarak
yine ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi. Primidonun 19.
saatteki uygulamanin ardindan 36.saate kadar takip edildi. Primidon, hiicre
proliferasyonlarinda 25, 50 ve 100 mM konsantrasyonda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki olusturudugu
gozlendi (Primidon 25mM-Kontrol p=0.035, Primidon 50mM-Kontrol p=0.00,
Primidon 100mM-Kontrol p=0.00). Fakat primidon 12.5 mM konsatrasyonu kontol

grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05). IC50
degeri 13.9 mM olarak hesaplandi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Primidonun 12.5, 25, 50, 100 mM konsantrasyonlarmin NA/AN1

noroblastom hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi.

4.5. Topiramat

Topiramat C6 glioma hiicreleri iizerindeki antimitotik etkisini degerlendirmek
amaciyla topiramatin 25, 50, 100 nM konsantrasyonlar1 uygulandi ve sonuglar gercek
zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. Proliferasyon paternine uygun olarak
ilag uygulamasi 23. saatte gerceklestirildi. Ila¢ uygulamasindan sonra sonuglar 36.
saate kadar takip edildi. Uygulanan tiim konsantrasyonlarin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli antimitotik etki gosterdigi gozlendi (Topiramat 25uM-

Kontrol p=0.00, Topiramat 50uM-Kontrol p=0.00 ve Topiramat 100pM-Kontrol
p=0.00) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Topiramat 25,50,100 uM konsantrasyonlarmimn C6 glioma hiicreleri

uzerindeki antimitotik etkisi.

Topiramat NA/AN1 Noroblastom hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisi C6
hiicrelerindekine benzer sekilde 25, 50, 100 uM konsantrasyonlar uygulanarak yine
gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi. Proliferasyon
paternine uygun olarak ilag uygulamasi 5. saatte gerceklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuclar 24. saate kadar takip edildi. Topiramatin 25 pM
konsantrasyonunda baslangigta kontrol grubuna gore hafif de olsa bir antimitotik etki
izlenmis olup takip eden siire boyunca antimitotik etkinin anlamli olmadigi
izlenmistir.  (p>0,05). 50, 100 pM konsantrasyonlarin kontrol grubuyla
karsilagtirilmasinda ise belirgin antimitotik etki olusturdugu ve bu antimitotik etkinin
doz bagmmli artig gosterdigi gozlendi (Topiramat S50uM-Kontrol p=0.032 ve
Topiramat 100uM-Kontrol p=0.00) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Topwramat 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinin NA/AN1

noroblastom hiicreleri izerindeki antimitotik etkisi.

4.6. Vigabatrin

Vigabatrinin C6 glioma hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisini
degerlendirmek amaciyla 50, 100 ve 200 mM konsantrasyonlar1 uygulandi ve
sonuclar gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirildi. Proliferasyon
paternine uygun olarak ilag uygulamasi 19. saatte gerceklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuglar 30. saate kadar takip edildi. Uygulanan 50, 100 ve
200 mM konsantrasyonlarin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

antimitotik etki gostermedig1 gozlendi (p>0,05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Vigabatrin 50 ,100 ve 200 mM konsantrasyonlarinin C6 glioma

hiicreleri tizerindeki antimitotik etkisi

Vigabatrin NA/AN1 Noroblastom hiicreleri lizerindeki antimitotik etkisi C6
hiicrelerindekine benzer sekilde (50 ,100 ve 200 mM) konsantrasyonlar uygulanarak
yine ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi. Proliferasyon
paternine uygun olarak ilagc uygulamasi 19. saatte gerceklestirildi. Ilag
uygulamasindan sonra sonuglar 30. saate kadar takip edildi. Vigabatrinin biitiin
konsantrasyonlarinin  kontrol grubuyla karsilastirildiginda antimitotik  etki

olusturmadig1 gozlendi (p>0.05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Vigabatrin 50, 100 ve 200 mM konsantrasyonlarinin NA/AN1
noroblastom hiicreleri tizerindeki etkisi tizerindeki antimitotik

etkisi
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5. 1C50 DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

Antiepileptik ajanlarin C6 ve NA/Anl beyin kanseri hiicreleri tizerindeki

antimitotik etkilerinin inhibitor 50 (ICso) konsantrasyonlari

Anti Epileptik
C6 icin ICs NA/An1 icin ICsg
Ajan

Lamotrijin 2,4215 nM 2,8654 nM
Topiromat 42,4 uM 57,7 uM
Okskarbazepin 20,7 uM 24,2 uM
Primidon 8,6 mM 13,9 mM

Lakozamid - -

Vigabatrin - -

25K 42300

3500

24715

lamotrijin okskarbazepin topiramat

= 6 hilcre (nM)

Sekil 5.1: Cé6gliom hiicreleri i¢in lamotrijin, okskarbazepin ve topiramatin

hesaplanan IC50 degerleri
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Sekil 5.2: Cé6gliom hiicreleri i¢in vigabatrin, lakozamid ve primidonun

hesaplanan IC50 degerleri,

lamotr okskahazepin
m MNASARI(hm)

Sekil 5.3: NA/ANI1 noroblastom hiicreleri i¢in lamotrijin, okskarbazepin ve

topiramatin hesaplanan IC50 degerleri
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Sekil 5.4: NA/AN1 noroblastom hiicreleri i¢in vigabatrin, lakozamid ve

primidonun hesaplanan IC50 degerleri
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6. TARTISMA

Beyin tiimorli hastalarin ilk nobet gegirme orani %30-50 arasindayken daha
sonrasinda nobet gecirme orant %30 ve lstli olarak degerlendirilmistir.(optimizing
antiepileptic drug treatment in tumoral epilepsy) ayrica beyin tiimodrlerine baglh
epileptik ndbetlerin nedeni multifaktoriyel olup tedavi yaklasimi da multidisipliner
olmalidir. Bu hastalar ayn1 zamanda kemoterapotik ajanlar da kullandiklari i¢in
hastalarda secilecek antiepileptiklerin enzim inhibisyonu yapmayacak mekanizmada

olmasina dikkat edilmelidir (108).

Calismamizda piyasada mevcut olan alt1 antiepileptik ilacin GB ve NB hiicre
kiiltliriinde mitotik proliferasyon iizerine etkileri karsilastirmali olarak gdsterilmistir.
Bu caligmada tiimor hiicreleri iizerine antimitotik etkisi en yiiksek olan ilacin

belirlenenmesi amag¢lanmistir.

Calisma i¢in vigabatrin, topiramat, lamotrijin, lakozamid, primidon,

okskarbazepin kullanilmistir.

NB ve GB yiiksek goriilme sikliklari, kotii seyirli olmalar1 ve ndbet sikliginin

fazla olmasi nedenleriyle ¢alismamizda tercih edilmistir.
Okskarbazepin

Karbamazepin  analogu olan okskarbazepinin  etki  mekanizmasi
karbamazepine benzerdir. Karbamazepinin memeli vero hiicreleri iizerinde anti-
proliferatif etkiler gdsterdigi bildirilmistir (109). Karbamazepinin mitotik igciklerin
normal organizasyonu arasinda antiproliferatif aktivite gosterdigi saptanmis (110) ve
bu mekanizmada mitotik ig dinamiklerinin supresyonundan antimikrotiibiil 6zellikli
ilaglarm  yol ac¢tig1 mitotik blok sorumlu tutulmus.Mitotik arrestten ig
morfogenezinde rol alan mitotik kinazlarin ve mikrotiibiil motor proteinlerinin her
ikisinin inhibisyonuyla iliskili oldugu distintilmiistiir (111,112). Karbamazepin
tedavisi uygulandiktan sonra metafazda bloke olan hiicrelerin kaybolmasiyla paralel
olarak apoptotik hiicrelerde artis belirlenmis ve boylece olusan bu mitotik bozukluk
apoptozisi hizlandirmistir (109). Anormal mitoza bagli hiicre 6limii (katastrofik
mitoz) sadece bir ka¢ genis sekilli, mikroniikleasyon igeren ve apoptozisi gecikmis

hiicrede goriilmiistiir (109).
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Okskarbazepinin ise hem HELA hem de MCF7 kanser hiicreleri iizerinde
kuvvetli bir antimitotik etki gosterdigi saptanmigtir (113).

Daha 6nce GB hiicre kiiltiirlerinde karbamazepinle yapilan benzer ¢alismada
karbamazepinin 12,5 pg/ml ve 25 pg/ml konsantrasyonlarmda 50 pg/ml
konsantrasyonundan daha fazla antimitotik etkili oldugu tespit edilmistir (114).
Calismamizda ise GB hiicre kiiltiirlerinde okskarbazepinin doz arttikga antimitotik
etkisinin arttig1 belirlenmistir. Uygulanan tiim konsantrasyonlarin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki gosterdigi gozlendi.
(Okskarbazepin 7,5 uM-Kontrol p=0.00, Okskarbazepin 15uM-Kontrol p=0.00 ve
Okskarbazepin 30 uM-Kontrol p=0.00). Uygulanan konsantrasyonlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda 30 ve 15 uM okskarbazepin 7.5 uM
konsantrasyonundan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha gii¢lii antimitotik etki
olusturdugu go6zlendi (Okskarbazepin 30uM-Okskarbazepin 7.5uM p=0.47 ve
Okskarbazepin 15uM-Okskarbazepin 7.5uM p=0.47). 1C50 degeri 20.7 uM olarak
hesaplandu.

Okskarbezepinin NB hiicreleri iizerindeki antimitotik etkisi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 7,5 ve 15uM konsantrasyonlarin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde giiclii bir antimitotik etki gdstermedigi gézlendi
(p>0.05) .IC 50 degeri 24,2 uM olarak hesaplandi. Fakat 30uM konsantrasyonda
yapilan uygulamanin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

antimitotik etki gosterdigi gbzlendi(Okskarbezepin 30 uM-Kontrol p=0,042)
Vigabatrin

Vigabatrinin hiicreler iizerindeki mitotik etkileri {izerine yeterli bilgi
olmamakla beraber yapilan bir ¢alismada vigabatrin tedavisinden sonraki 1. ve 3.
Aylarda T siipresor hiicreler (CDS8) in mutlak sayisi, NK hiicreleri ve NK hiicre
aktivitesi de dahil olmak iizere istatistiksel olarak dnemli bir artis gostermistir. Elde
edilen veriler VGB nin NK hiicre aktivitesi iizerinden bagisiklik sisteminde 6zellikle
de sitotoksik hiicre popiilasyonlarmin modiilasyonuna miidahale edebilecegini
gostermistir (115). Calismamizda hem GB hem de NB hiicre kiiltiirlerinin 30 saate
kadar izlemi yapilmis olup bu siire iginde vigabatrin uygulamasi sonrasi: kontrol

grubu ile yapilan karsilastirmada antimitotik etki gozlenmedigi saptanmistir.

53



Lakozamid

Literatlirde lakozamidin mitotik proliferasyon {izerine etkisi ile ilgili bilgi
mevcut degildir.Calismamizda GB ve NB hiicreleri {izerinde lakozamidin bir

antimitotik etki gostermedigi saptanmustir.
Lamotrijin

Calismamizda GB hiicrelerl iizerine 1,25 ve 2,5nM konsantrasyonlarmnda
kontrol grubuyla kiyaslandiginda antimitotik etki gostermedigi gozlendi (p>0,05).
Lamotrijin 5nM konsantrasyonunda uygulama sonrasi ilk 5 saatte belirgin antimitotik
etki olurken sonrasinda bu etki azalmistir. Lamotrijin 10nM konsantrasyonda
uygulandiginda ise istatistiksel olarak anlamli antimitotik etki gostermistir.
(Lamotrijin 10nM-Kontrol p=0.00 ve Lamotrijin 5SnM-Kontrol p=0.032). IC50 degeri
2.4215 nM olarak hesaplandi.

Lamotrijinin 2.5, 5 ve 10 nM konsantrasyonda NB hiicreleri iizerinde 1,25 ve
2,5 nM konsantrasyonlarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin
antimitotik etki olusturmadigi izlendi (p>0,05) 5nM ve 10 nM konsantrasyonlarin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli antimitotik etki gdsterdigi izlendi
(Lamotrijin 10 nM —Kontrol p=0,00 ve Lamotrijin 5 nM-Kontrol p=0,038). IC 50
degeri 2,8654 nM olarak hesapland:.

Primidon

Literatiirde primidonun tiimor hiicreleri mitototik proliferasyonu iizerine
etkisine ilskin bir bilgi mevcut degildir.Calismamizda primidonun GB hiicre
kiiltlirler1 lizerinde 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki olusturudugu
gozlendi (Primidon 25mM-Kontrol p=0.041, Primidon 50mM-Kontrol p=0.00,
Primidon 100mM-Kontrol p=0.00). Fakat primidon 12.5 nM konsatrasyonu kontol
grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05). IC50
degeri 8.6 mM olarak hesaplandi.

Primidonun NB hiicre kiiltiirlerinde 25, 50 ve 100 mM konsantrasyonda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde antimitotik etki
olusturudugu goézlendi (Primidon 25mM-Kontrol p=0.035, Primidon 50mM-Kontrol
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p=0.00, Primidon 100mM-Kontrol p=0.00). Fakat primidon 12.5 mM konsatrasyonu
kontol grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi
(p>0,05). IC50 degeri 13.9 mM olarak hesaplandi. Ayrica hem NB hem GB hiicre
kiiltlirlerinde bu iliskinin dozla iliskili oldugu; 50ve 100 mM konsantrasyonun
25mM konsantrasyondan daha fazla antimitotik etki gosterdigi belirlenmistir.

Topiramat

Bir arastirmada topiramatin Lewis akciger karsinoma tiimorii olan C57BL / 6
farelerinde metastaz olusumunu inhibe ettigi bildirilmis. Bu etkinin osteopontin,
VEGF (vascular endothelial growth factor) ve karbonik anhidraz II down-
regiilasyonu aracilig1 ile anjiyojenezin inhibisyonu ile olustugu diigiiniilmiistiir (116).
Calismamizda topiramatin GB hiicre Kkiiltiirlerinde tiim konsantrasyonlarda
antimitotik etki gosterdigi saptanmustir. (Topiramat 25uM-Kontrol p=0.00,
Topiramat 50uM-Kontrol p=0.00 ve Topiramat 100pM-Kontrol p=0.00).

NB hiicre kiiltiirii lizerinde Topiramatin 25 puM konsantrasyonunda
baslangicta kontrol grubuna gore hafif de olsa bir antimitotik etki izlenmis olup takip
eden siire boyunca antimitotik etkinin anlamli olmadig: izlenmistir (p>0,05). 50,100
uM konsantrasyonlarin kontrol grubuyla karsilastirilmasinda ise belirgin antimitotik
etki olusturdugu ve bu antimitotik etkinin doz bagimli artis gosterdigi gozlendi

(Topiramat 50uM-Kontrol p=0.032 ve Topiramat 100uM-Kontrol p=0.00).

Calismamiz xCELLigence yonteminin antiepileptiklerin antimitotik etkisini

belirlemede kolay ve hizli bir yontem oldugunu belirlemistir.

Biitiin antiepileptiklerin karsilastrmali olarak tiimorli hiicreler tizerindeki
mitotik  proliferasyonu  engelleyici, durdurucu ve baskilayic1 etkilerinin
karsilagtrmali olarak gosterilmesi ve klinik sartlarda antiepileptik se¢imini

belirleyecek sonuglara varmak i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.

55



7. SONUCLAR

Beyin tiimorlii hastalarda olduke¢a sik kullanilan bazi eski jenerasyon ve yeni

jenerasyon antiepileptiklerin in vitro sartlarda hem yetiskin hem de ¢ocukluk cagi

timorlerinden olan GB ve NB hiicre kiiltiirleri tizerine antimitotik etkilerinin

incelendigi bu ¢alisma da su sonuglara ulasilmistir.

1.

3.

GB hiicreleri tiizerinde vigabatrin ve lakozamidin antimitotik etkisi
olmamasina ragmen lamotrijin ve primidon doz bagiml gii¢clii antimitotik
etki, topiramat ve okskarbazepin 1se tiim konsantrasyonlarda antimitotik

etki géstermistir.

. Bu alt1 ilacin GB hiicreleri lizerindeki maksimum inhibisyonlarmin %50

‘sini olusturan ila¢ konsantrasyonlarimin (IC 50) karsilastirilmasinda ise
primidon ve topiramatin diger ilaclara kiyasla istatistiksel olarak daha
fazla antimitotik etki gosterdigi gbézlenmistir. Primidonun topiramatla
karsilagtirilmasinda 1se primidon topiramata gore daha fazla antimitotik
etki gostermisir. Vigabatrin ve lakozamid antimitotik etki gdstermezken
okskarbazepin ve lamotrijin primidon ve topiramata kiyasla daha diisiik

antimitotik etki gdstermistir.

NB hiicrelerinde sadece wvigabatrin ve lakozamid antimitotik etki
gostermezken, diger antiepileptiklerin doz bagimli antimitotik etki
gosterdigi goézlenmistir. Primidon ve topiramatin istatistiksel olarak
anlamli bicimde diger antiepileptiklere gére daha fazla antimitotik etki

gosterdigi bulundu.

Arastirmamiz, beyin tiimorlii hastalarda nobetlerle birlikte noroloji klinigine

basvuran hastalarda antiepileptikler secilirken niiks riski olan tiimorlii hastalarda

tiimoOr hiicrelerinin ¢cogalmasini baskilayacak antimitotik etki gdsteren ilaglarin ilk

sirada se¢iminin 6nemli oldugunu gostermistir.

Boylece hem nobetleri durdurmaya yonelik tedavi baslanirken hem de

kullanilan 1ilacin antimitotik etkisinden yararlanilarak ameliyat sonrasi veya

ameliyatin miimkiin olmadig1 durumlarda tiimorlii hiicrelerin mitotik proliferasyonu

baskilanarak tiimdriin biiylimesi de engellenebilir.
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