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OZET

Anahtar Kelimeler: Insan Periferal Lenfositleri Donepezil HCI, Kromozom
Anormalligi, Mikronukleus

Bu ¢alismanin amaci, asetilkolinesteraz inhibitorii olan Donepezil HC1’nin muhtemel
genotoksik etkisini in vitro insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi
(KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile arastirmaktir. Hiicreler, 0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2
png/ml konsantrasyonlarindaki Donepezil HCI ile KA i¢cin 24 ve MN i¢in 48 saat
muamele edilmistir.

Bu ¢alismada, Donepezil HCI* nin en yiiksek ii¢ dozu, hem anormal hiicre yiizdesini
hem de hiicre bagma diisen kromozom anormalliklerini her iki kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirirken, mikronukleus frekansi biitiin dozlarda
anlamli derecede artmustir. Donepezil HCI uygulamasma bagl olarak kromatid
kirigi, kromozomkirigt ve fragment olusumlarma rastlanmustir.



GENOTOXICITY OF ASETILCHOLINESTERASE INHIBITOR
DONEPEZIL HCI

SUMMARY

Key Words: Human Peripheral Lymphocytes, Donepezil Hidroclorur, Chromosome
Aberration, Micronucleus

The aim of this study was to investigate the possible genotoxic effects of donepezil
hydrochloride, which used as inhibitor of the enzyme acetylcholinesterase, by
determining in vitro schromosome aberration (CA) and micronucleus (MN) tests in
human peripheral lymphocytes. The cells were treated with 0.05, 0.1, 0.5, 1, and 2
ug/ml Donepezil HCI for 24 h for CA and 48 h MN treatment periods.

In this study highest three dose of Donepezil HCI significantly increased both
percentage of abnormal cells and chromosomal abnormalities than the both two
control groups, all doses significantly increased the frequency of micronuclei.
Depending on the application of Donepezil HC| chromatid break, chromosome break
and fragment formation were found.


http://www.rxlist.com/script/main/art.asp?articlekey=3266
http://www.rxlist.com/script/main/art.asp?articlekey=23279
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BOLUM 1. GIRIS

Demans sozcligli latince olup, kisinin aklin1 yitirmesi anlamma gelmektedir. Sozciik,
bir sendrom karsilig1 olarak kullanilmakta ve agik bir biling diizeyinde basta bellek
olmak tizere zihinsel ve sosyal yeteneklerin kisinin giinlik yasam aktivitelerini
etkileyecek derecede yikilmasi seklinde tanimlanmaktadr. Kiside basta bellek
bozulurken, dikkat, lisan, gorsel-alansal beceriler, algilama, problem ¢d6zme gibi
fonksiyonlarda bozulur. Bu tabloya kisilik degisiklikleri, davranis ve psikiyatrik
semptomlar da (hezeyanlar, hallusinasyonlar, duygulanim bozukluklar1 vs. ) eklenir
[1]. Demans sendromuna neden olan hastaliklar gilinlimiizde &zellikle yaslanan
toplumlarda biiylk bir saglk problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 2001 yilinda
diinya {izerinde 24 milyon olarak tahmin edilen demansli hasta sayisinin eger tedavi
ve Onleme konusunda biiylkk bir gelisme olmazsa 2050 yilinda 81 milyona

yiikselmesibeklenmektedir [2].

Alzheimer hastaligi (AH), demansm en sik goriilen tipidir. Tiim demans tiplerinin %
50-60’n1 olusturur. Yasla dogru orantili olarak prevelans: artmaktadir. 65 yas ve
tizeri i¢in prevelanst % 10,3, 80 yas ve tizeri icin % 47 dir [3]. Amiloid plaklar (AP),
norofibriller yumaklar (NFY), ndropatolojik ve norotransmitter diizeylerinde

azalmalar ise elde edilen norobiyokimyasal bulgulardr [4].

Alzheimer hastaliginda patogenezi ve fizyopatoloji tam olarak aydnlatilamadig1 i¢cin
bugiin icin yeterli ve tam Onleyici tedavi bulunmamaktadir. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri (AKEI) kanitlanns en etkili tedavi ajanlaridir. AKEID’leri kolinesteraz
ile asetilkolin (ach) yikilmasini 6nler ve néronal sinapsta ach miktarmi arttirarak
ach’nin beyin igersindeki biyokimyasal ve fonksiyonel etkisini uzatirlar [5].
Asetilkolinesteraz inhibitdrleri olarak Donepezil, Rivastigmine, Galantamine ve

Tacrin kullanilir [6].



1900 hasta iizerinde dort kolinesteraz inhibitoriintin karsilastirildigr bir ¢aligmada
hastalarin % 79'unun donepezili iyi tolere ettikleri, Donepezil’in bu hastalarda organ
toksisitesi gdstermedigi, laboratuvar testlerinde herhangi bir anomaliye rastlanmadigi
bildirilmistir [7]. 205 hasta lizerinde yiiriitiilen baska bir ¢alismada da donepezilin

Tacrine gore etkinliginin daha iyi oldugu saptanmustir [8].

Bu ¢alismanin amaci, bir asetilkolinesteraz inhibitorii olan Donepezil hidrokloriiriin

in vitro sartlarda muhtemel genotoksik etkilerini belirlemektir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

2.1. Demans

Demans, biligsel ve entelektiiel islevlerde azalma sonucu belek, konugma, algilama,
hesaplama, yargilama, soyut diisiinme ve problem ¢6zme gibi bilissel islevlerden en
az ikisinde bozukluk olmasidir. Demansh hasta populasyonunun artmasi1 ile birlikte,
demans, dnemli bir halk sagligi problemi halini almigtir. Demanslarin gériilme siklhigi
ile ilgili calismalar sinirhdir, ¢iinkii 6zellikle orta derecede bilissel bozuklugu
bulunan hastalar olmak iizere vaka saptanmasinda standart teshis kriterleri yoktur.
Ancak son yillarda hem Alzheimer tipi demansm, hem de diger demans gruplarmin
tanimlanmasma yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir [9]. 65 yas iizerindeki kigilerin %
5’inde demansiyel belirtiler izlenir. Yasla birlikte bu oran artar ve 80 yas civarinda %
20’ye ulasir. Demans riski 65-85 yaslari arasinda her bes yilda bir iki katina
¢ikmaktadr [10].

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tahminlerine gdre Tiirkiye’nin toplam niifusu bu
yiizyilin ilk yarisina dogru artmaya devam edecek, 2050 yihna kadar 103 milyonu
gececektir. Bu siire zarfinda 65 yas iizerindeki niifusun orani niifusun diger
kesimlerinden daha hizh bir sekilde artacaktir. Boylece 1997°de Tiirkiye niifusunun
sadece % 4,5’1 65 yas lizerinde olmasina karsin bu oran 2050 yilina kadar % 20,2’ ye
yikselecektir [11].

2.1.1. Demansta risk faktorleri

Demansin olas1 risk faktorleri; ileri yas, ailede diger demansh Kkisilerin varligi,

apolipoprotein E4 allelinin varligi, 14. ve 21. kromozomdaki bazi otozomal dominant



gecisli mutasyonlar, kafa travmalari, Kisilik bozuklugu, depresyon, diisiikk sosyo-
ekonomik diizey seklinde siralanabilir [3].

Diisiik egitim diizeyi olan populasyonda demans prevelans ve insidansinin, yiksek
egitim diizeyi bulunan populasyonla karsilastirildiginda daha yikksek oldugu tespit
edilmistir. Amsterdam caligma grubunca 4051 kisilik hasta grubunda egitim ve
demans prevelanst arasinda doza bagh bir iliski tespit edilmistir. Bu durum diisik
egitim diizeyli kisilerde hafiza kaybmmin hizli ve erken yaslarda gelistigini
gostermektedir [9 12].

2.1.2. Demanslarn epide miyolojisi

Her yil 100 bin kisiden 75’inde demans hastaligi goriiliir. Yas arttikca hastaligin
goriilme riski de artar. Bat1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde
yapilan c¢aligmalarda demanslarm % 50-70’inin Alzheimer hastalig1 olmasma
karsilik, Japonya ve Rusya’da damarsal nedenli demansin daha fazla oldugu
bildirilmistir [13]. Afrika’da yapilan ¢alismalarda zencilerde Alzheimer hastaliginin
nispeten az oldugu bildirilirken, ABD’ de yapilan ¢alismalar siyah irkdaki oranm
beyaz rktan daha fazla oldugunu gostermistir [13]. Genel olarak demanslar i¢inde en
sk goriileni Alzheimer hastahgr’dir [13] (Sekil 2.1).

De mans larin Gorulme Oranlar

3%

D Alzheimer
m\askiler D

O Alzheimer+vD
o Dijer Deranslar
® Metabolik Neden

Sekil 2.1. Demanslarm goriilme oranlari[14]



2.1.3. Demanslarn simflandirilmasi

Demanslar 6ncelikle primer ve sekonder olarak smiflandirilir. Alzheimer hastaliginin
(AH) da dahil oldugu ve en biiyiik boliimii olugturan primer demanslar, demansa
neden olan merkezi sinir sisteminin nérodejeneratif hastaliklarni igerir. Noro

dejeneratif hastalik, zihinsel islevlerin alt yapisii olusturan alanlarda sikhkla
kendine 0Ozgli iz brakarak (6rnegin Alzheimer’da senil plak ve norofibriler
yumaklar) buralarda néron ve sinaps kaybiyla dejenerasyona yol agar ve islevini
bozar. Bu patogenez klinige demans olarak yansir. Norodejenerasyon, AH’da oldugu
gibi anilan alanlara sinirl kalma egilimindeyse demans izole ya da agirlikli klinik
tablo olarak kalir. Oysa ki, motor sistem dejenerasyonuna dahil olursa Lewy
Cisimcikli Demans (DLB)’ta oldugu gibi parkinsonizm ve Huntington hastaliginda
oldugu gibi, demansla birlikte, bazen daha da Oniinde klinik tablonun agirlikli bir
parcasidir. Dolayisiyla, primer demanslar klinik goriinliglerine gore, kendi i¢lerinde
primer izole demanslar ve motor bozuklukla birlikte olan primer demanslar olarak
smiflandirilabilirler. Sekonder demanslarm en sik nedeni vaskiiler demanstir (VaD).
Orta ¢apli beyin atardamarlarmm birbirini izleyen tikanmalari, beyin damarlarindaki
yiiksek tansiyon hastahigi, stratejik bolgelerdeki enfaktiisler (dokunun O3’siz
kalmasiyla hiicre oliimlerinin gergeklesmesi) VaD nedeni olabilir. Normal néronal
islevin gerektirdigi, ekstraseliiler ortamin glukoz icerigi, oksijenizasyon diizeyi,
hormonal durumu ve elektrolit dengesini bozabilecek herhangi bir sistemik veya
metabolik bozukluk sebebiyle (diabet, kalp yetmezligi, hipotiroidi, kronik akciger
hastaligi, bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi) ya da normal sinaptik iletimi
bozabilecek herhangi bir terapi amach ila¢ alma, agr metallere maruz kalma gibi
durumlarda beyinde dejenerasyona neden olan hastaliklar ortaya ¢ikar.
Dejenerasyona neden olan hastaliklar, yavas seyirli tabloyla demansa benzeyebilirler.
Inflammatuar (iltihap kurutucu, ates diisiiriicii) siire¢ler ( Nérobehget sendromu gibi)
enfeksiyonlar (Herpes simplex gibi), ndrolojik hastaliklar i¢inde multipl skleroz,
primer ya da sekonder beyin tiimorleri, kronik subdural hematom (beyin zarlarinin
altinda kanama), normal basmg¢l hidrosefali ( beynin i¢i ve c¢evresinde sivi
toplanmasi1) gibi yer kaplayici lezyonlar ( niteligi tespit edilememis bozukluk)

demansa neden olabilir [15]. Demans hastaliklarinin smiflandirilmasi (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Demans Hastahklarmm Smiflandirilmasi

Primer (Dejeneratif) Sekonder

Alzheimer hastalig1 Vaskiiler demans

Lewy Cisimcigi’yle Ilintili Demans Multi- infarkt demans

Fronto-temporal Demans Binswanger hastalig1

Non-spesifik fokal atrofiler Stratejik infarkt demansi

Pick hastalig1 CADASIL

Kromozom 17-FTD Normal basing¢l hidrosefali

ALS ile birlikte Toksik-Metabolik demanslar

Motor bozuklukla birlikte (Subkortikal) Wernicke-Korsakoff
hastaligi

Progresif supraniik leer paralizi
B12 vitamin eksikligi
Huntington hastalig
Hipotiroidi
Talamik demans
Kronik karaciger hastaligi
Kortiko-basal dejenerasyon
Organik ¢oziciilere maruz

Multi sistem atrofiler kalma
Progresif subkortikal gliozis [laglar
ALS-Parkinson-Demans kompleksi Infeksiyonlar

Wailson hastalig

Hallervorden-Spatz hastaligi

Prion hastaliklari

Creutzfeldt-Jacob hastalig
Gerstmann-Straussler-Scheinker

Fatal familyal insomni

Cesitli pediyatrik demanslar

Kufs hastaligi

Herpes simplex ansefaliti
Norosifilis
Kronik menenjitler
HIV-demans kompleksi
Whipple hastaligi

Kafa i¢i yer kaplayic1 hastaliklar
Neoplastik durumlar

Subdural hematom




Tablo 2.1 (devam). Demans Hastaliklarmm Smiflandirilmasi

Primer (Dejeneratif) Sekonder
Gaucher hastaligi Otoimmun- inflammatuar
hastalik lar

Niemann-Pick hastaligi
Multipl skleroz

Digerleri
Behget hastalig1
Diger ender demanslar Diger sistemik vaskiilitler
Limbik demans Paraneoplastik limbik
ansefalit

Poliglugosan cisimcik hastalig
Granulamatoz anjeitis
“Argyrophilic grain” hastalig
Primer sinir sistemi
vaskuliti

NAIM sendromu

2.1.4. Demansta oykii ozellikleri

Demans sendromunun belirtileri ti¢ ana kategoride smiflandirilabilir. Kognitif,

davranigsal, iglevsel. Demans 6ykiisii, bu alanlarin sorgulanmasi ile almir [10].

Kognitif kategori i¢in, bellek, dikkat, dil, gérsel-mekansal islevler, yiiriitiicii islevler,
davranigsal kategori icin, kisilik degisiklikleri, duygu durum bozukluklari, algi
bozukluklari, diisiince bozukluklari, islevsel kategori i¢in, disarida giinliik yasam

aktiviteleri, evde giinlilk yasam aktiviteleri, kendine bakim yetenekleri dikkate alinir
[15].

2.2. Alzheimer Hastahga

Alzheimer hastaligi (AH) ik kez, yaklask 100 yil 6nce, ilerleyici zihinsel islev
bozuklugu ve davranis degisikligi yakinmalari ile hastaneye yatirilip bes yil boyunca
izlenen ve 6limii ardindan otopsisi yapilan Auguste D. isimli hastadan elde edilen
verilere gore tanimlanmistir. Auguste D’nin beyin dokusunun mikroskobik

incelemesinde goriilen ndrofibriler yumaklar ve senil plaklar kesin tan1 koydurucu



patolojik belirleyicileri olarak kabul edilmistir. Hastalkk, o giinden bu yana, Auguste
D.’yi izleyen ekipte yer alan Alois Alzheimer adiyla anilmaktadir [16].

Sinir sisteminin anotomisi ve fizyolojisine iligkin bilgi birikiminin yillar iginde
artmasi, elektrondrofizyolojik, noropsikolojik, genetik ve ndrogdriintiileme
tekniklerindeki gelismeye ragmen AH hala gizemini korumaktadir. Hastaligin nedeni
belirsizdir, kesin tedavisi yoktur. Hasta yasarken kesin tani koymayr miimkiin
kilacak bir yOontem gelistirilememistir ve kesin tani patolojik incelemeyi
gerektirmektedir. Dahasi, patolojik incelemede tani kosulu, bir asir dnce ortaya

kondugu gibi, norofibriler yumak ve senil plaklarin varliginin gosterilmesidir [4].

Ilerleyici demansm en sk nedeni olan AH 40 yasindan sonra goriilen biligsel
bozukluklarm % 60’1 olusturur. Yash niifusun artmasiyla sikhigr giderek
artmaktadir. Sinsi baglayip ilerlemesinden dolayr ve iilkemizde yaslanmaya bagh

dogal bir siire¢ olarak degerlendirildiginden, ancak hastaligin ge¢c donemlerinde tani

konabilmektedir [17].

2.2.1. Alzheimer Hastahgy’nda risk faktorle ri

AH ve diger tiim demanslarda en 6nemli risk faktorii yastir. 40 yasimn {lizerinde baslar
ve yas ilerledik¢e hastalik prevelansi artis gosterir [18, 19]. Kadmlarda AH insidansi
daha fazladir. Erkeklerde ise vaskiiler demans riski daha yiiksektir. Kadmlarda daha
sk goriilmesi, hastaligin gelismesinde hormonlarm roliiniin  olabilecegini
disiindiiriir. Diisik egitim diizeyinin ileri yaslarda AH gelismesi i¢in risk faktori
oldugu gosterilmistir. Egitimsiz bir kisinin demansa yakalanma riski sekiz yillik
egitim gormiis birine oranla en az iki kat fazladir [18, 20]. Birinci derece
yakinlarinda AH olanlarda demans gelisme riski ortalama 2-4 kat artmigtr. Ancak
genetigin yaninda diger etmenler de etkilidir. Ciinkii tek yumurta ikizlerinde yapilan
bir calismada her iki kardeste birlikte AH goriilme orani %40°1 bulunmustur [16].
Down sendromlu hastalarda 35 yasma kadar yasadiklarimda AH’nin néropatolojik
degisiklikleri goriilmektedir. Ancak AH’de 21.kromozom normal bulunmustur.
Ostrojen alan kadmlarda riskin kullanmayanlara goére yar1 yartya az oldugu

bulunmustur. Kafa travmas1 gegirenlerde riskin arttig1 saptannustrr [17]. iskandinav



iilkelerinde organik solvent ve endiistriyel boyalarla kronik ugrasanlarda yiiksek
oranlarda demans rapor edilmistir. Sigara ve alkol vaskiiler demansa egilimi
arttirmalar1 yoniiyle 6nemlidir. Sosyokiiltiirel seviyesi yiiksek olanlarda AH’nin
oraninin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bekar kisilerde ileri yaslarda AH gelisme
riski evlilerden 3 kat daha fazladr [5].

2.2.2. Alzheimer hastaligr’nda noropatolojik bulgular

Alzheimer hastaligmin patogenezi ile ilgili gelismelere hastaligin patoloji bulgular1
yol gosterici olmustur. Makroskobik patoloji bulgulari, o6zellikle korteks ve
hipokampustasik rastlanan diizlesmedir. Histolojik olarak ise hiicre i¢cinde biriken
norofibriller yumaklar (Sekil 2.2), ekstraselliiler yerlesimli nrotik (amiloid) plaklar,
graniilovakuolar dejenerasyon, sinaptikk kayp ve Meynert'in bazal niikleusu,
hipokampus, asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi patoloji bulgularini
olusturur. Norofibriller yumaklar, ikili helikal filamentlerden olusup, bu filamentleri
hiperfosforilize tau proteini olusturmaktadr. Amiloid plaklarin ana komponenti ise
"B sheat" konformasyonu ile biriken 39-43 aminoasitlik fibriller beta amiloid
peptiddir (AB). Amiloid plaklarin diger komponentleri patolojik "chaperonlar"
olarak adlandirilmakta ve amiloid plaklarin diger komponentlerinin AB'nin

agregasyonunu, ¢okelmesini ve toksisitesini artirdig ileri stiriilmektedir [21]. (Sekil
2.3) [22].

Sekil 2.2. Sitoplazma i¢inde uzun pembe ip lik¢ikler halinde goriilen norofibriler yumaklar [22].
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Sekil 2.3. Kongo kirmizist ile boyanmig amiloid protein igeren plaklar [22].

2.2.3. Alzheimer hastaligimn moleKkiile r biyolojisi

Alzheimer olgularinin biiyiik yiizdesi diizensiz olarak ortaya ¢ikar, ancak hastaligin
genetik etiyolojisi oldugunu gosteren yeterince kanit vardir. AH olgularinin
goriildiigii ailelerin biiylk cogunlugunda, AH’nin kalitim sekli yeterince agik
degildir. Ancak bazi ailelerde, hastaligin otozomal dominant bir sekilde kalitildig:
goriilmektedir. Bugiine kadar mutasyona ugradiginda erken baslangigh Alzheimer
hastaligma (EBAH) neden olan {ic gen tanimlanmistir; amiloid prekdrsir protein
(APP), Presenilin 1 (PS1) ve Presenilin 2 (PS2) genleri. Bu genlerin kodlayict
bolgelerinde olusan mutasyonlar EBAH olusturmaya yeterlidir. PS1 mutasyonlar1i en
sk goriiliir ve ailesel EBAH olgularinin %18-50’sini olusturur [23, 24]. APP (%5) ve
PS2 mutasyonlar1 (<%1) daha seyrektir. Bu ii¢ gene baghh mutasyonlar tim AH
olgularinin %2-10"unu kapsar [25].

Bugiine kadar hi¢cbir ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi (GBAH) olgusunda APP,
PS1 ve PS2 genlerinin kodlayici bolgelerinde mutasyon goriilmemistir. Bu olgularda
hastaligin kalitim tiiriiniin belirgin olmamasi, GBAH olusumun genetik ve cevresel
nedenlerin etkilesiminden kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir [25]. Hastalik i¢in
kabul edilen risk faktorlerinin baginda gelen Apolipoprotein E geni, kolesteroliin

tasinmas1 ve sinir hiicrelerini kaplayan miyelin biitiinliigiiniin korunmasinda rol
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oynar. Apolipoprotein E (APOE) hem normal beyinde, hem de Alzheimer hastalarin
beyninde rastlanan patolojik yapilarda bulunur. Populasyonda en sik goriilen ii¢
APOE allelinden E4 aleli Alzheimer olgularmda saglikli populasyona gore yaklasik
ki kat daha sik goriilmektedir. Buna karsmn E2 alelinin ise bu hastaliga karsi
koruyucu bir etkisi oldugu savunulmaktadr [26]. Hastaligin baslama yasmin ¢ok
degisken olabilmesi, hangi bireyin risk altinda oldugunu ya da hangi bireyin hastalik
riski tasimadigin1 belirlemede zorluk yaratmaktadir [25].

2.2.4. Alzheimer hastaliimn tedavisi

AH’nin kesin tedavisi yoktur. Giiniimiizde Kullanilan tedaviler hastaligmn belirtilerini
ortadan kaldirmaya yoneliktir. Norofibril yumak (NFY) ve amiloid plak (AP)
olusumunu engelleyen ya da var olanlar1 ortadan kaldiran tedavi uygulamasi

bulunmamaktadir [27].

Gincel tedavi, hastalkk siiresince kolinerjik innervasyon olmasi gerceginden hareket
ederek, kolinerjik rezervin desteklenmesine dayanmaktadr. Bu amaca yonelik olarak
asetilkolinesteraz inhibitorleri (Donepezil, Rivastigmin, ve Galantamin) tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolinesteraz inhibitorlerine ek olarak Memantine de
AH tedavisinde kullanilir. Memantinin, asir1 glutamaterjik uyarmmla hiicreyi

apoptozise gotiiren siireci baskilayarak etki gosterdigi varsayilmaktadir [4].

2.2.5. Donepezil HCI

Donepezil HCI beyinde predominant kolinesteraz olan asetilkolinesterazin spesifik
ve reversibl bir inhibitériidiir. Donepezil hidrokloriir, esas olarak santral sinir
sisteminin  diginda  bulunan bir enzim olan butirilkolinesteraza kiyasla
asetilkolinesterazin 1000 kat daha giiclii bir inhibitoriidiir. Donepezil bu etkisiyle
Alzheimer hastaliginda kolinerjik transmisyon yetmezliginin neden oldugu
semptomlarda etkili olabilmektedir [28].Yapilan bir ¢alismada 5 mg ve 10 mglk
Donepezil HCI’'nin giinde tek doz alinmasi, dozu takiben sirasiyla % 63,6 ve %
77,3'lik asetilkolinesteraz aktivitesinin (eritrosit membranlarinda 6lgiilen) kararh hal

inhibisyonunu ortaya ¢ikardigi belirlenmistir. Alyuvarlardaki asetilkolinesterazin
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Donepezil HCI tarafindan inhibisyonunun, kognitif fonksiyonun se¢ilmis
ozelliklerini inceleyen, hassas bir dlgek olan ADAS-cog'daki degismelerle uyumlu
oldugu gosterilmistr. Donepezil HCP'nin, altta yatan ndropatolojinin seyrini
degistirme potansiyeli ilizerine ¢aligma yapilmamistr. Bu sebeple, Donepezil

HCT nin, hastalign ilerleyisine bir etkisi oldugu diistiniilemez [29].

Beyaz kristal toz seklinde olan Donepezil HCI1 kloroform, su ve glasiyelasetikasitle
¢Ozilinebilir. Yarilanma omrii yaklagik 70 saattir. Cinsiyet, ik sigara aliskanhiginin
Donepezil HCT’nin plazma konsantrasyonlari {izerinde 6nemli sayilabilecek bir etkisi
yoktur. Alman dozun % 57°si idrarla atilirken (% 17’si degismeden atilir), % 15’1
digk1 ile atildig tespit edilmis olup, bu da biyotransformasyon ve idrarla itrahin esas
atilm yollar1 oldugunu gostermektedir [28]. Plasebo kontrollii bir ¢aliymada
hastalarin % 40’mda bir iyilesme sagladigi, % 27’sinde degisme yapmadigi, %
28’inde kotiilesmeye neden oldugu bildirilmistir [6].

Donepezil, Tacrinle karsilastirildiginda merkezi sinir sistemine segicidir, kalp kasi,
bagirsak diiz kas1 gibi perifer dokularda etkinligi yoktur. Ilacmn bosaltimi hem renal
hem de sitokrom P450 sistemi yoluyla ger¢eklesir, ancak karaciger ve bobrek

yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasma gerek yoktur [22].

Donepezilin AH iizerindeki etkinligi iizerine yapilan calismada; 14 haftalik siirede
ilacm 1, 3, ve 5 mg/gin dozlar1 plaseboyla karsilastiriimis ve ADAS-Cog
degerlerinde 3 mg/giin i¢in p<0.036 ve Smg/giin i¢cin p<0.002 degerleri ile doza
bagimli bir cevap almmistr, global degerlendirmede ilacin tedavi basarisindaki
plaseboya Ustiinliigli gosterilmistir ve daha yiiksek bir dozdaki etkisi aragtirilmigtir.
Bunun i¢in yapilan 24 haftalik, randomize ve ¢ok merkezli bir ¢calismada 5 ve 10
mg/giin donepezilin etkinligi plaseboyla karsilastirilmistir. Calismanin sonucunda
ADAS-Cog degerlerindeki plaseboya fark hem 5 hemde 10 mg/giin doz i¢in anlamh
(p<0.0001) bulunmustur. 5 ve 10 mg/giin Donepezilin plaseboya istiinligii CIBIC
kargilastirmasmda (sirasiyla p<0.047 ve p<0.0008) goOsterilmistir, ancak hayat
kalitesi 6l¢eklerindeki fark anlamli bulunmamustir [22].

Donepezil ve Rivastigminle yapilan bilissel ve fonksiyonel kaybi yavaslatmaya

yonelik yapilan ¢aligmada rivastigminin giinlik yasam aktivitelerinde Donepezile,
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Donepezilin ise daha az yan etki olusturma konusunda Rivastigmine istiin oldugu

sonucu elde edilmistir [30].

Yapilan bir diger ¢calismada Donepezil’in beyinde siyah madde (substantia nigra) ad1
verilen ve dopamin T{retiminden sorumlu oldugu bilinen bdlgenin caligmasmi
diizenledigi belirlenmistir [31]. Substantia nigra da ki diizensizligin Parkinson
hastaligina neden oldugu ve Donepezil’in Parkinson hastaliginin tedavisinde de etkili

olabilecegi gorillmiistiir [32].

Donepezil’in Alzheimer {lizerindeki etkilerini incelemek igcin yapilan baska bir
calismada, glinde 10 mg Donepezil verilen 5 hastadan 1’inde, 5 mg ilag verilen 5
hastadan 1’inde iyilesme meydana gelmistir. Tedavi uygulanan her 12 hastadan

1’inde yan etkiler sonucu tedaviye devam edilememistir [33].

Alkoliin yol a¢tig1 kalic1 amnestik bozukluk olarak adlandirilmakta olup kronik alkol
kullanimmm neden oldugu beslenme yetersizligine bagh tiamin eksikligi sonucu
gelisen 6nemli klinik durum olan Korsakoff Sendromlu bireylere Donepezil ekleme

tedavisi uygulanmis ve biligsel yetilerinde iyilesme gozlenmistir [34].

2.3. Genotoksitite Cahs malari

Yakin gegmiste genetik hastaliklar Mendel kurallarma gore kalitilan ve dogumlarda
anomalilerle seyreden kiiciik bir grup sendrom olarak nitelendirilmistir. Kanser,
diabet, mental retardasyon ve kalp hastaliklar1 gibi hastaliklarin genetik temeli
oldugu diisiiniilirdi. DNA’nin yapisimm Watson ve Crick tarafindan kesfedilmesi ile
genetik arastirmalar biiylk ivme kazanmistir [35]. Son yillarda genlerin
dizilimlerinin, yapilarmin ve fonksiyonlarinin anlagilmasiyla da genetigin tiptaki yeri
hizla degismeye baslamustr. Insan genom projesi 1986 yilinda basladigmda bu
noktaya gelinecegini tahmin etmek miimkiin degildi. Hatta 2005 yilinda bitirilmesi
planlanan bu proje teknolojideki hizli gelismeler sonucunda hedeflenenden dort yil

once tamamlanmistir [36].
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Yapilan arastirmalar dogal ¢evremize bulastrdigimiz pek ¢ok kimyasal maddenin
karsinojenik veya mutajenik etkiye sahip olduklar1 gercegini ortaya koymustur.
Kanserojen (karsinojen) kansere neden olan, mutajen mutasyona yani kalitsal
materyalde (DNA) herhangi bir degisiklige neden olan anlamma gelir. Genler
tizerinde toksik (zehir) etkisi olan kimyasal maddelere genotoksik denir. Toksikoloji
kimyasallarla biyolojik sistem arasindaki etkilesimleri, zararlar1 ve zararsizlik
limitleri yoniinden inceler. Kimyasallarin g¢esitli hiicre genetigi teknikleriyle elde

edilen kromozomlar iizerindeki etkisini inceleyen bilim dalina genotoksikoloji denir
[37].

2.3.1. Genetik arastirma ve uygulama alanlar

2.3.1.1. Genetik arastirma

Kalitsal bir hastalik {izerinde yapilacak genetik arastirmanin ilk asamasi1 hastaliktan
sorumlu genin belirlenmesidir. Gen belirlendiginde, genin islevi kabaca anlagilmis
olur. Halen genlerimizin ¢ok azmnin islevi bilinmektedir. Kalitsal hastaliktan
etkilenmis aileler tlizerine yapilan genetik arastirmalar, hangi genin yapisi
bozuldugunda o hastaligin ortaya ¢iktigmni gosterir. Arastrma dogrudan uygulamaya
yonelik olmamakla birlikte, ilerde sonuglarinin hem arastrmanmn yapildig: aileye,
hem de benzer hastalik tasiyan diger ailelere yararinin dokunacagi beklenir. Genin

bilinmesi aile bireyleri i¢in genetik tanityr miimkiin kilar. Ayrica gen tedavisi dahil,

etkin bir tedavi aranmasnimn yolunu agar [38].

2.3.1.2. Genetik tam

Belli bir hastaliktan sorumlu gende bireyin gen kusuru (mutasyon) tasiyip
tasimadigmin dolayll ya da dogrudan arastirilmasidir. Bu birgok amaca yonelik
yapilabilir,; hastada genetik teshis, tasiyicilik testi dogum Oncesi embriyonun
kontrolii, toplum taramasi, kimlik belirleme, babalik testi, adli tipta kimlik testi, gen
tedavisi [38].
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2.3.2. Sitogenetik tam yonte mle ri

Insan kromozomlar1 ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafindan goriilmiistir,
kromozom sozciigii ise 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kullanilmigtir [39, 40]. Tijo
ve Levan 1956 yilinda, insan fetal akciger fibroblastlar: ile yaptiklar: kiiltiirlerden
elde ettikleri hiicrelerde insan kromozomlarmm sayisinin 46 oldugunu ve cinsiyet

kurulusunun XX ve XY oldugunu kesin olarak a¢iklamiglardir [41].

Sitogenetik, kromozom adi verilen hiicre organellerinin islev ve morfolojilerini
mitotik/mayotik siirecinde inceleyen bilim dalidw. Sitoloji ve genetik bilimlerinin
birlesmesiyle ortaya ¢ikmustir. Genetik materyalin hiicresel diizeyde incelenmesidir.
Amag, kromozomal evreye girmis olan DNA’da meydana gelen yapisal
(translokasyon, delesyon, insersiyon, duplikasyon, vs.), sayisal (andploidi, poliploidi
vs.) degisiklikleri ve kdken farkliliklarmi (kimerizm, mosaisizm, vs) saptamak, elde
edilen sonugla fenotip ile genotip arasindaki iliskiyi degerlendirmektir [42, 43].
Klasik sitogenetik tan1 yontemlerinde kromozom eldesi ve preparatlarin hazirlanmasi
icin spontan béliinme hiz1 yiiksek olan hiicrelerden (kemik iligi, lenf nodiilleri, fetus,
yenidogan kani gibi) direkt olarak ¢alisma yapilir. Spontan boliinme hiz1 diisiik olan
hiicreler ise Once kiiltiire edilerek yapay uyaricilarla (fitohemaglutinin, forbol ester
gibi) mitoz boliinmeye sokulur, cogaltilir ve daha sonra sitogenetik ¢aligmalar igin
kullanilir. Ozellesmis sitogenetik tan1 yontemlerinde ise cogunlukla kardes kromatid

degisimi ve mikronukleus teknigi ile frajil bolge tespiti yontemi kullanilir [35].

Mikronukleus (MN) hiicrenin mitoz béliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan esas ¢ekirdege
dahil olmayan, tam kromozom veya sentrik/ asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir [41]. Gilinlimiizde, MN indeksi insan hiicrelerinde genetik
toksikoloji arastirmalarinda kullanilan standart sitogenetik testlerden biri haline
gelmistir. MN testi kiiltiire edilmis insan hiicrelerinde MN 6l¢limiinde, skorlanmanin
ozellikle bir kez bolinen hiicrelerle smirli olmasiyla tercih edilen bir metod
olmustur. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Sitokalasin- B (Cyt-
B) ilavesiyle, ilk nukleus bolinmesini tamamlamig, ancak sitoplazmik boliinmesini
gerceklestirememis binukleuslu (BN) hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve

MN’ye sahip hiicrelerin orani saptanabilmektedir. MN skorlanmasinin sadece
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binukleuslu hiicrelerde yapilmasi, optimal olmayan hiicre boliinme kinetigi nedeniyle
olusabilecek yaniltic1 etkinin 6niine ge¢gmekte, testin duyarhiligmi ve giivenirligini
arttirmaktadir. Boylece gegen yillar iginde, MN testi kromozom kiriklarini,
kromozom kaybini, kromozomlarda ayrilmamayi, nekrozu, apoptozu ve Sitositazi
(Iokosit birikimi sonucu kilcal damar liimenlerinin tikkanmas1) 6l¢mek i¢in gelistirilen
kapsamli bir metod olmustur. Ayrica bu teknik sayesinde agiz, burun, brons, ve
tirotelyal eksfolyatif hiicrelerinde de gesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarmn sitogenetik
etkilerini degerlendirmek miimkiin hale gelmistir [44]. MN sayisindaki artis, gesitli
ajanlarmn hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin
indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar,
sentromer boliinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol
acarak; klastojenler ise kromozom kiriklari olusturarak MN olusumuna katkida

bulunmaktadir [41].

Genotoksik maddeler, uygulanan doz ve siireye bagl olarak, mitoz boliinme halinde
olan hiicrelerin toplam hiicre sayisina % cinsinden orani olan mitotik indeksi
etkilemektedir. Kimyasallarin mitoz boliinme {izerindeki olumsuz etkileri mitotik
indeksin saptanmasiyla belirlenmektedir. Bu etki sitotoksititenin gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Kromozom anormallikleri ise genotoksitite testlerinde
kullanilan 6nemli bir parametredir. Kromozom anormallikleri (KA) oldukga
cesitlidir. Tek bir kromatitte olan kirk yani kromozomu teskil eden DNA
maddesinin kendini eslemesi sonucu olusan ve sentromerle bagli durumdaki iki
iplikten birinde olan kirik, kromatid kirig1 olarak adlandirilir. Kromozomun her iKi

kromatidinde kirik varsa bu, kromozom kirigidir.

Kromozomlardan kopmus parcalara fragment denir. Kimyasallarin etkisiyle
kromozomlar iki sentromerli hal alabilir, buna disentrik kromozom adi verilir.
Bunlardan poliploidi ikiden fazla kromozom takimi bulundurma durumudur. Farkl
kromozomlarin bir araya gelerek kromatidlerinde degisme goriildiigi durumsa

kromatid degisimi olarak tanimlanir.

Kromatid degisimi sonunda ha¢ seklinde yapilarin ortaya ¢ikmasi, bu degisimin

resiprokal translokasyon oldugunun gostergesidir. Kromatidlerin uglarinda olusan
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kirklarin birlesmesiyle olusan kardes kromatitlerdeki birlesmeye sister union

anormallikleri denir [36].



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu aragtirmada Donepezil HCI'in genotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan
periferal kan kiiltlirii kullanilmigtr. Test materyali i¢cin kullanilacak olan periferik
kan, sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan 24-25

yaslarinda bir bayan ve bir erkek dondrden saglanmistur.

3.1.2. Test Materyali

Test materyali olarak Donepezil HCI etken maddesini iceren ilaglar piyasadan
almarak, Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
laboratuvarinda ayristiwrilip saf hale getirildikten sonra kullanilmistir. Donepezil
HCL’nin kimyasal formiilii C24H29NO3’tiir [45] (Sekil 3.1).

CH,0O ) 4
CH?C _CH;‘O . HCI
CH,O

Sekil 3.1. Donepezil HCL’nin kimyasal formiili [45].

Calismada kullanilan diger maddeler; Mitomisin-C (Katolog No: M-0503) Sigma,
Kolkisin (Katolog No: C 9754 ) Sigma, Sitokalasin B (Katolog No: 14930-96-2 ),
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KCL (Katolog No: 104936) Merck, Heparin (Katolog N0:100467411), Metanol
(Katolog No: 1.06008.2500), Asetik asit (Katolog N0:64-19-7) Tekkim, Giemsa
(Katolog No: 10920CI ), Etil alkol (Katolog No: 64-17-5) Kimetsan, Kromozom
medium B (Katolog No: F 5023), DPX (Katolog No: 44581) Biochrom’dan

alinmustr.

3.2. Metod

3.2.1. Kromozom anormalligi testi

Lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasinda saglkl sigara igmeyen 24-25 yaslarmda bir
bayan ve bir erkek dondrden alinan kan kullanilmistr. Bireylerden alman 1/10
oraninda heparinize edilmis 0,2 mL‘lik periferik kanlar, steril sartlarda 2,5 mL’lik
besiyerine (Kromozom medium B) ekilmistir. Ekim sonunda kiiltiir tiipleri, 37
°C’deki inkiibatorde 72 saat inkiibasyona alimmustr. Kiiltiir siiresinin baslangicindan
48 saat sonra Donepezil HCI'nin 6nceden belirlenmis olan 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2
pg/mL’lik dozlari kiiltiir ortamina ilave edilmistir. Ayrica bir pozitif (MMC, 0,20
pg/mL), bir negatif ve birde ¢dziicii kontrol (etil alkol 85 pg/mL) kullanilmistir.
Daha sonra kiiltiiriin 70. saatinde her bir tiipe, 0,06 pg/mL olacak sekilde kolkisin
cozeltisi ilave edilmistir. Boylece hiicreler 2 saat boyunca inkiibatérde kolkisin ile 6n

isleme tabi tutulmustur.

72 saatlik inkiibasyon sonunda tiipler 1200 rpm‘de (dakikadaki devir sayis1) 10
dakika santrifiij edilmis ve tistte kalan sivi (slipernatant) atilmistir. Tipiin dibinde
kalan ve hiicreleri igeren 0,5-0,7 mL’lik kismu vorteks yardimiyla iyice karistirilarak
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha sonra tiiplere, her bir tlipe 5 mL
olacak sekilde 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M KCI) vorteks
iizerinde damla damla ilave edilmistir. Tiipler 37 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra,
onceden hazirlanan ve buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetikasitten olusan
fiksatif, tiiplere vorteks iizerinde damla damla her tipe 5 mL olacak sekilde ilave

edilmistir, ve buzdolabinda 45 dakika bekletilen tiipler, siire sonunda 1200 rpm de
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santrifiij edilmis ve silipernatant kismi atilmistir. Fiksatifle yikama islemi 3 kez

tekrarlanmustir.

Son fiksasyondan sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti pipetajla homojen
hale getirilmistir. Pastor pipetine ¢ekilen ¢okelti onceden 1IN HNOj3 (Nitrik asit)’te
temizlenmis ve % 70°lik etil alkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar iizerine
15-20 cm yikseklikten farkli alanlara gelecek sekilde damlatilmistir. Bu sayede
hiicrelerin  patlatilmalar1t  ve kromozomlarin dagilmalari saglanmig olur.

Hazirladigimiz bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya brakilmistir.

3.2.2. Mikronukleus testi

Mikroniikleus (MN) testi i¢in, lenfosit kiiltlirlerinin hazirlanmas1 amaciyla saghkl,
sigara igcmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir erkek bireyden alinan ve 1/10
oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan, steril sartlarda 2,5 mL’lik besi
yerine (Chromosome Medium B) ekilmistir. Ekimi takiben tiipler, 37 °C’deki
inkiibatore yerlestirilerek, burada 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiir stiresinin
baglangicindan 24 saat sonra (48 saat muamele olacak sekilde), Donepezil HC1’nin
0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2 ug/mL’lik dozlar: kiiltiir tiiplerine ekilmistir. Uygulamada bir
negatif, bir pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL) ve bir ¢oziicii kontrol (etilalkol 85
ug/mL) kullanilmistir. Sitokinezi bloke etmek i¢in, inkiibasyonun 44. saatinde kiiltiir
ortamma 5,2 pg/mL sitokalasin B ilave edilmistir. Tipler, inkiibbasyon siiresi
tamamlandiginda 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve ardindan iistte kalan
stipernatant atilmistir. Tiipiin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik
kism1 vorteks yardimiyla homojenize edilmistir. Sonraki asamada tiiplere, vorteks
iizerinde her bir tiipe 5 mL olacak sekilde onceden hazirladigimiz 4 °C’de bekletilen
0,075 M KCI hipotonik soliisyondan damla damla ilave edilmis ve sonra tiipler
buzdolabmnda 5 dakika bekletilmistir. Stire bitiminde tiipler etiivden ¢ikarilarak, 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant atilmistir. Daha sonra tiiplere, dnceden
buzdolabmnda sogutulan soguk fiksatif (3:1 metanol:asetik asit) yine her tiipe 5 mL
olacak sekilde vorteks lizerinde damla damla ilave edilmis ve buzdolabinda 15
dakika bekletilmistir. Soguk fiksatifle yikama islemi toplam ii¢ kez gerceklestirilmis

ve her fiksasyon isleminden sonra tiipler buzdolabinda 5 dk bekletilmistir.
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Sitoplazmalarm korunmasi amaciyla TUglincli fiksatife % 1°lik  formaldehit
eklenmistir. Son santriflij isleminden sonra tiiplerdeki siipernatant atilmis, geriye
tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik cokelti pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Daha 6dnceden 1 N HNO3 (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik etil

alkolde buzdolabmnda bekletilen nemli lamlar {izerine, bu siispansiyon 10-15 cm
yikseklikten pastor pipeti ile farkli alanlara damlatilarak yayilmasi saglanmstir.

Hazirladigimiz bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya brakilmislardir.
3.2.3. Preparatlarin boyanmasi

Kromozomal anormallik ve mitotikk indeks i¢in; preparatlar kuruduktan sonra
Sorensen tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika, MN
preparatlar1 13- 14 dakika boyanmistir. Giemsa boyasindan ¢ikarilan preparatlar, saf
sudan gecirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve dik bir sekilde kurumaya
birakilmistir. Oda sicakhiginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale getirilmis

ve mikroskobik incelemeye alimmistur.
3.2.4. Kromozom anormallikle rinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasinda, her bir uygulama icin
kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er metafaz plagi (disi ve erkek toplam 200
metafaz) degerlendirilmistir. Incelenen toplam hiicre i¢indeki anormal hiicrelerin
yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi sayis1 belirlenmistir. Mitotik
indeksin (MI) saptanmasimnda ise; tiim uygulamalar i¢in hazirlanan preparatlardan
3000’er hiicre (disi ve erkek toplam 6000 hiicre) degerlendirilmistir. Mitotik indeks,
boliinen hiicre sayisinin toplam hiicre sayisma oram yiizde cinsinden hesaplanarak

belirlenmistir.
3.2.4. Mikroniikleus frekansi ve niikleer béliinme indeksinin s aptanmasi
Disi ve erkek bireye ait her bir preparattan 1000 tane (toplam 2000 tane) biniikleat

hiicre degerlendirilmis ve hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre = MN frekansi)

belirlenmistir. Niikleer boliinme indeksinin belirlenmesinde ise, her bir dondrden 500
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hiicre (disi ve erkek toplam 1000 hiicre) degerlendirilmistir. Hiicreler 1, 2, 3, 4
cekirdekli hiicreler seklinde sayilmis nikleer boliinme indeksi
IX(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n incelenen toplam hiicre sayis1) formiili ile

hesaplanmustir.

3.2.6. istatistiksel analizler

Bu ¢alismada, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi,
mitotik indeks, mikroniikleus frekansi, niikkleer bolinme indeksi i¢in doz-etki
iligkisini ortaya koymak amaciyla SPSS 13.0 bilgisayar programiyla regresyon

analizi uygulanmistur.

Deney gruplarindaki kromozomal anormallikler, mitotik indeks, mikroniikleus
frekansmin ve niikleer boliinme indeksinin kontrol gruplari ile farklihk gosterip

gostermediginin belirlenmesinde z dagilim testi kullanilmistir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Donepezil HCI Uygulamasmin Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik
Indeks Uzerine Etkisi

Donepezil HCPnin 0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2 ug/mL’lik dozlarinin insan lenfosit
kiiltiiriiyle muamelesi sonucunda kromatid kirigi ve fragment olusumuna neden
oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Yapilan analizler, anormal hiicre
yiizdesinin ve hiicre bagina diisen anormalliklerin, tiim uygulamalarda, hem negatif
hem de c¢oziicii kontrole gore arttigni gostermistir, ancak 0,5 pg/mL’lik
konsantrasyondan itibaren goriilen artiglar istastistiksel olarak anlaml bulunmugtur
(Tablo 4.1). Her ki grupta da artiglar doza baghdr (swasiyla, r = 0,79, = 0,87)
(Sekil4.2, 3).



Tablo 4.1. Donepezil HCI Uygulamasi ile in vitro insan Lenfosit Kiiltiirlerinde Olusturdugu Kromozom Anormallikler ve Mitotik indeks

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal KA/Hiicre
Hiicre = SH + SH* Mitotik Indeks
Siire Doz Ktk F Kz Dk Kkb Ktd (%) (%)
(Saat)  (ug/mL)
Kontrol 24 0,00 - 3 - - - - 1,00+0,70 0,015+0,009 5,35+0,29
Cozicii Kontrol 24 85,00 1 2 - - - - 1,50+0,86 0,015+0,009 5,09+0,28
Pozitif kontrol 24 0,20 5 17 8 13 1 5 29,50+1,60 0,345+0,033 4,20+0,45
Donepezil HCI 24 0,05 1 3 - - - - 2,00+0,99 0,020+0,010 4,60+0,27
0,10 2 7 - - - - 4,00+1,39 0,045+0,015 3,65+0,24%++
0,50 1 18 - - - - 8,00+1,92%+ 0,095+0,021*++  3,08+0,22%++
1,00 7 18 1 - - - 10,00£2,12%++ 0,130+0,024* ++  2,84+0,22%++
2,00 6 20 - - - - 9,00£2,02*%++  0,130+£0,024*++  2,64+0,21*++

Anormal Hiicre %’sive KA/Hiicre Degerlendirilmesinde her uygulanan dozda 200 metafaz hiicre kromozomu incelenmistir. MI i¢in 6000 hiicrre saylmustir.

Ktk: Kromatid kirigi, F: Fragment, Kzk: Kromozom kirigi, Dk: Disentrik kromozom, Kkb: Kardes kromatidlerde birlesme, Ktd: Kardes kromatidlerde degisme,
KA: Kromozomal anormallik

* Kontrole gore P<0,001 diizeyinde anlaml1

+ Coziicl kontrole gore P<0.01 diizeyinde anlaml1

++ Coziicii kontrole gére P<0.001 diizeyinde anlaml1
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Sekil 4.1. Donepezil HCl uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan krozomal anormallikler. a)
Kromatid kirigi b) Kromozom kirig:

25
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Sekil 4.1. devam Donepezil HCl uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan krozomal anormallikler.
¢) Frag ment
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Sekil 4.2. Donepezil hidrokloriir uygulanan in vitro insan lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesi doz
etki iligkisi
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Sekil 4.3. Donepezil hidrokloriir uygulanan in vitro insan lenfositlerinde hiicre basma diigen
kromo zomal anormallik doz etki iliskisi

Yapilan caligmalarda mitotik indeks tiim uygulamalarda kontrol ve ¢dziicii kontrole
kiyasla doza bagh (r= - 0,76) ve istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir
(Tablo 4.1, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Donepezil HCI uygulamasiyla insan lenfosit kiiltiirinde mitotik indeks yilizdesinin doza

bagl iliskisini gdsterir grafik.
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4.2. Donepezil HCI Uygulamasinin Mikronukleus (MN) ve Niikleer Boliinme
Indeksi (NBI) Uzerine Etkisi

Donepezil HCPnin biitiin uygulama gruplarinda, mikronukleus tasiyan binukleat
hiicrelerin sayisinda kontrol ve ¢oziicii kontrole gore anlamli artiglar gbzlenmistir
(Tablo 4.2, Sekil 4.5). Ancak bu artiglar doza bagh degildir (r=0,39) (Sekil 4.6).
niikleer boliinme indeksinde doza bagh olarak ¢ok az bir artis gézlense de (r =0,42),
olusan farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.7)

Tablo 4.2. Donepezil HCP’in insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer béliinme
indeksiiizerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler MN+SH Niikleer
Test maddesi _ biniikleat icinde (%) boliinme
Siire Doz hiicre mikroniikleus indeksi+SH
(saat)  (ng/ml) say1s1 frekanslar1 (NBI)
@) @ B

Kontrol 48 0,00 2000 6 - - 030+0,12 2,06+0,05
Co6z Kontrol 48 85,00 2000 7 - - 0,35+0,13 1,92+0,04
Poz Kontrol 48 0,20 2000 72 8 2 4,70+047 1,58 +£0,03
Donepezil HCL 48 0,05 2000 17 - - 0,85+£0,21*%+ 1,97+0,04
0,10 2000 17 - - 0,85+£0,21*%+  1,91+0,04
0,50 2000 20 - - 1,004022%*+ 2.23+0,05
1,00 2000 17 - - 0,85+£0,21*+  2,13+0,05
2,00 2000 18 - - 0,90+0,21*+  2,09+0,05

MN degerlendirilmesinde her uy gulama grubu i¢in 2000 binukleat hiicre, NBI i¢in 6000 hiicre incelenmistir.
Co6z Kontrol: Coziicti Kontrol, Poz Kontrol: Pozitif kontrol

* Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml1

** Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlaml

+ Coziicli Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml1
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Sekil 4.5. Donepezil HCI uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan bir mikronukleuslu binukleat
hiicre
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Sekil 4.6. Donepezil HCI uygulamasiyla insan lenfosit kiiltiirinde mikronukleus frekansinin doza
bagl iliskisi
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Sekil 4.7. Donepezil HCI uygulamasiyla insan lenfosit kiiltiiriinde niikleer boéliinme indeksinin doza
bagh iliskisi



BOLUM 5. TARTISMA

Demans, birbiriyle ortiisen ¢ok sayida entellektiiel becerinin kaybindan olusan ve
klinik olarak farkh bilesimlerde sunulabilen bir sendromdur [46]. Alzheimer en sik
rastlanan demans tipidir. Alzheimer hastaligi, dikkat ve oryantasyon kaybi ile
seyreden, kavramanm, hafiza, motor ve sensdr yeteneklerin yavas yavas
kaybedildigi, progresif bir dejeneratif hastaliktr [47, 48]. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri (Donepezil, Galantamin, Rivastigmin) Alzheimer hastaliginm en sik

kullanilan tedavi ajani olarak bilinirler [22].

Fizyolojik bozukluklar1 diizeltmek, yani hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilan
ilaglar ancak belirli bir dozda (tedavi dozu: dosis therapeutica) verildigi zaman
beklenen biyolojik etkiyi gosterir. Ancak bu dozun iistiine ¢ikildiginda, ilacin toksik

etkisi (toksik dozda) ve 6ldiiriicii etkisi (letal dozda) goriiliir [49].

Alzheimer hastalig’’nin  histopatolojik  bulgularn1  olusturan senil plaklar,
norofibriller yumaklar, noéron kaybi1 artmis AB olusumunda ikincil olarak
gelismektedir. AB'in fibriller olusturarak lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi,
bu hiicrelerden salman molekiillerin ndéronlarda norotoksik ve norotropik etkiler
olusturdugu disiiniilmektedir. Bu norotoksik etkilere maruz kalan noronlarda
dejeneratif degisiklikler olusmaktadir. Ornegin, tau proteini hiperfosforilize olarak
"paired helical filament"leri (PHF) olusturmaktadir. Bodylece ndron, soma ve
noritlerinde gelisen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler (6rnegin sinaptik
disfonksiyon), ndron kaybi, birgok norotransmitter eksikligine ve biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadr. Ayrica AB'nin kalsiyum ve sodyum iyonlarma
permeabilitesi artmig iyon kanallar1 gibi davranarak sitotoksisiteye neden olduklar1
diistiniilmektedir [21]. Sonucta tiim néronlar programlanmig hiicre Slimii ile

sonlanmaktadir
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Donepezil’in Alzheimer hastaligi’na karst iyilestirici etkisi oldugunu ag¢iklayan
bir¢ok ¢alisma yapilmistir [50, 51].

Donepezil’in beyin sarsmtisma bagh olarak gelisen yumusak beyin dokusu
yaralanmasindaki (MTBI) néron koruyucu ve hafiza kaybmi engelleyici etkisinin
olup olmadigmin arastirildig1 caliymada; MTBI’nin neden oldugu nérodejenerasyon
ve davranigsal zayiflik iizerinde engelleyici etkisi oldugu saptanmistr. Bahsedilen
calismada, sicanlarda 6nce beyin travmasi yaratilmis, 1, 3, 6 ve 12 mg/kg dozlar
uygulanmis, 12 mg/kg’lik dozun uygulandigi tedavide MTBI’nin neden oldugu
noron Oliimleri ve ruhsal, sinirsel ¢okiintiinlin etkisinin azaldig1 ve hipokampiisiin
CA1l bolgesindeki noronlart korudugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu ndron
koruyucu etki nikotinik asetilkolin reseptor antagonisti olan Mecamylamine’nin
enjeksiyonu ile ortadan kalkmustr. Arastirmacilar bu koruyucu etkinin, asetilkolin
reseptorlerinin aktive edilmesiyle olustugunu ag¢iklamiglardir [52]. Olszewska (2007),
yaptig1 arastirma sonucunda Donepezil’in koruyucu etkisinin HIR ve H2R
arasindaki  histamin sinyalizasyon bosluguyla iliskili oldugu yOniindeki
diisiincelerinin kuvvetlenmeye basladigmi agiklamustir [53, 54]. Donepezil HIR ile
H2R arasindaki sinyalizasyon dengesini kendine 6zgii bir sekilde tekrar onarmaktadir
[55].

Davranigsal ¢calismalar Donepezil’in 0,5-2,0 mg/kg doz araliginda sicanlarda 6nemli
ogrenme ve hafiza islevlerinde dnemli iyilestirici etkisi oldugunu gostermistir [50].
Diger yandan Donepezilin siganlarda beyin atardamarlarmdaki tikanma yogunlugunu

kayda deger sekilde azalttigi belirlenmistir [50].

Donepezil agizdan hizla emilir ve 30 dakika sonra plazma ve beyin konsantrasyonu
maksimum seviyeye ulasir. Bu siire icinde dokularda herhangi bir degisiklige
ugramaz. Donepezil metabolitleri biliyiikk oranda karaciger sirkiilasyonu, safra ve

oradan da digk1 yoluyla disar1 atilir [56].

Matsui ve arkadaglarinin (1999), *C ile isaretlenmis Donepezil ile ratlarda yaptiklar1
calismada, glukuronid kongugasyonu tarafindan izlenen O-demetilasyon ve piperidin

halkasindaki N-dealkilasyon gibi iki biiyik metabolit yolun yaninda piperidin
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halkasindaki N-oksidasyon wve siilfat konjugasyonunun takip ettigi aromatik
hidroksilasyon — metabolit  yollarm1  izleyerek  metabolitlerine  ayrildigin
belirlemislerdir [56]. Arastirmacilar ikincil metabolitlerin olusmasinda, insan
karaciger mikrozomlarinda bulunan CYP3A4’tin 6nemli rol oynadigini, bunun
yaninda bazi metabolitlerin olusmasmmda CYP2C9’un da etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Donepezil, bahsedilen bu metabolit yollar1 izleyerek 15’den fazla
metabolite doniistir. Ancak, beyinde degisiklige ugramis Donepezil veya Donepezil

metabolitlerine rastlanmamstir [56].

Oral yoldan 1 mg/kg'lik tek doz halindeki uygulama sonucunda, plazmadaki
metabolize olmamus donepezilin, toplam radyoaktivite seviyesine orani, doz
alimindan itibaren 0,5, 4 ve 8 saat sonra sirastyla, % 32,70, 9,42 ve 4,31 olarak tespit
edilmistir. Beyinde ise bu oran ayni siireler i¢in sirastyla, % 93,00, 87,90 ve 86,90
olarak olciilmiistiir. 48 saat sonunda birgok dokuda gbzlenmeyen radyoaktiviteye,

148 saat sonra testis ve karaciger disinda higbir dokuda rastlanmamustir [56].

Yapilan literatiir arastirmasinda bu etken maddeyle ilgili fazla genotoksisite
calismasina rastlanmamustir. Ancak bu etken maddeyi ilk olarak piyasaya siiren
firmanm yayimladig: caliyma sonuglarma gore; Donepezil HCI'nin LDsg’si siganlarda
agiz yoluyla yapilan uygulamalarda 32,6 mg/kg damar yoluyla yapilan
uygulamalarda 7,6 mg/kg, farelerde agiz yoluyla yapilan uygulamalarda 45,2 mg/kg,
damar yoluyla uygulamalarda 3,7 mg/kg olarak bulunmustur [57]. Embriyo/Fetal
gelisimi lizerine yapilan arastirmada giinde 1 mg/kg donepezil verilen sicanlarda ve 3
mg/kg donepezil verilen tavsanlarda teratojenik olmadigr tespit edilmistir [57].
Bakteriyel mutajenite testi (ames) uygulamasinda Salmonella ve E.coli’de sonug
negatif ¢ikmustir. Cin hamster1 yumurtalik hiicrelerinde in vitro kromozom

anormalligi pozitif, fare de in vivo mikronukleus testi negatif sonug vermistir [57].

Calismamizda 0,05, 0,1 0,5, 1 ve 2 pg/mL’lik dozlarda uygulamalar yapilmistir.
Mitotik indeks 0,1 pg/mL’lik dozdan itibaren hem negatif hem de ¢6ziicii kontrole
gore istatistiksel olarak anlamh azalis gostermistir. Mitotik indeksteki bu azalma
Donepezil’in 0,1 pg/mL’lik konsantrasyondan sonra sitotoksik etkili oldugu

anlamina gelmektedir.
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Kosasa ve arkadaslarmm (2000) beyin ve plazma kolinesteraz aktivitelerini
incelendigi caliymada donepezilin minimum etkili dozunun 0,63 mg/kg oldugu tespit
etmislerdir [58]. Bizim ¢alismamizin sonuglar1 incelendiginde de 0,5 1 pg/mL’lik
dozdan itibaren kromozom anormalligi artiglarmm anlamh oldugu belirlenmistir
[58]. Kosasa ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismadan elde ettigi sonuglar ile bizim

calismamizdan elde ettigimiz sonuglar arasinda benzerlik goriilmektedir.

Kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki zararh etkilerinin incelenmesi i¢in ¢esitli
testlerden yararlanilmaktadir. Kromozom anormalligi, mikronukleus olusumu gibi

sitogenetik testler genotoksik hasarm incelenmesinde kullanilan testlerden bazilaridir
[49].

Bu calismada Asetilkolinesteraz inhibitdérii Donepezil HCI’in genotoksik etkileri
insan periferal lenfositlerinde in vitro sartlarda incelenmistir. Lenfositler DNA
hasarlari, kromozomal anormallikler ve MN olusumu gibi genotoksik etki

mekanizmalarmi arastirmak i¢in uygun hiicreler olarak kabul edilmektedir [59].

Yapilan ¢alisma ile Donepezil HCI’in insan periferal lenfositlerinde KA olusumunu
indikledigi ve anormal hiicre frekansmni arttirdigir saptanmistir. Bu anormallikler
kromatid ve kromozom kiriklari ile fragmentlerdir. Artislarin 6zellikle 0,5 pg/mL’lik
dozdan itibaren hem kontrole hem de ¢oziicii kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulunmustur. Kromozom anormalligi testleri, kimyasal maddelerin
genotoksik risklerinin belirlenmesinde kullanilan en hassas kisa siireli mutajenite

testleri arasinda yer almaktadir [60, 61].

Mikronukleus ¢alismasmin sonuglari incelendiginde tiim konsantrasyonlarda kontrol
ve ¢Oziiclii kontrole kiyasla anlamli artiglar gozlenmistir. Mikronukleus, hiicre
boliinmesinin anafaz evresinde kromozomlarmn geri kalmasmdan ya da kromozom
fragmentlerinden kdken almaktadir. MN testi, mitoz geciren tiim insan, hayvan ve
bitki hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal ajanlarm meydana getirdigi genotoksik
etkilerin belirlenmesinde giivenli olarak kullanilabilmektedir [62]. Caligma
sonuclarma gore insan periferal lenfositlerinde mikronukleus olusumunun

indiiklenmesinin Donepezil HCIl'nin klastojenik etkisinden kaynaklandigni
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soyleyebiliriz. Ciinkii Donepezil HCIl yapisal kromozom anormalliklerini de
uyarmigtir. Bu konuda kesin yargiya ulagsmak i¢in diger genotoksitite testlerine ve in

vivo ¢aligmalara da ihtiyag vardir.

Donepezilin néron kaybmi engellenmesi, asetilkolin reseptdrlerini aktive etmesi,
buna bagh olarak gerceklesen ve mekanizmas1 tam olarak agiklanamayan molekiiler
basamaklarin aktivasyonu, ndron koruyucu etkinin ortaya ¢ikmasi ve bu sayede
noronal apoptozisin ortadan kalkmasi seklinde ifade edilmistir [52]. Ancak
calismamiz sonucunda etken maddenin klastojenik etkisi gz Oniine alindiginda bu
norodejenerasyon kaybmi engelleyen mekanizmanin tam olarak agiklanmasi ¢ok

daha fazla dnem kazanmustir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda, Donepezil HCI'nin insan periferal lenfositlerinde in
vitro sartlarda 24 saatlik muamelesinde 0,5 pg/mL’lik dozdan sonra genotoksik
etkiye neden oldugu saptanmistir. Kromozomal anormallik frekansinda saptanan
artis, bu etken maddeyi iceren ilaglarla tedavi goren Alzheimer hastalarinin

genotoksik risk altinda olduklarni isaret etmektedir.

Bu ve benzeri etken maddeye sahip ilaglarin muhtemel yan etkilerinin ortaya
¢ikarilabilmesi i¢in benzer ¢aligmalarin yanisira in vivo ¢aligmalarin da yapilmasma
ihtiya¢ vardr. Bu ve benzeri etken maddeli ilaglarin tedavi amag¢lh kullaniminda da
benzer calismalarm sonuglarinin dikkate alinmasi daha saglikli sonuglarin alinmasma
yardimc1 olacaktir. Bu arastrma ayni zamanda, bu alanda ¢alisma yapacak diger

bilim insanlarina kaynak olusturacaktur.
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