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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
DIKKAT EKSIiKLiGi VE HIPERAKTIVITE BOZUKLUGU OLAN
COCUKLARDA, NOROPLASTISITE VE NOROPROTEKTIF SURECLERIN
INCELENMESI

Hamdullah BULUT

Batman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Ihsan CETIN

2016,63 Sayfa
Jiiri
Yrd. Dr. Nasrettin GENLI
Yrd. Dog. Dr. ihsan CETIN
Yrd. Dog. Dr. Besir DAG

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun tam olarak nedeni bilinmemekte ancak,
dopaminerjik ve ndradrenerjik aktivitelerin inhibitdr etkisi ile serebral korteks igindeki katekolamin
metabolizmasindaki diizensizlik DEHB’nin en muhtemel nedenidir. Norobiyolojikal faktérler DEHB nin
etiyolojisinde rol oynamaktadir. Fakat DEHB’ nin prognozunu ve tedavisini etkileyen biyolojik markirlar
¢ok smirlidir.

Bu calismanin Dicle iiniversitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Psikiyatri Poliklinigine bagvuran, DEHB
tanisi alan ve baska herhangi bir sistemik bozuklugu olmayan 30 ¢ocuk ve 30 saglikli ¢ocuk ile yapilmasi
planland1. Glial fibriler asidik protein (GFAP), Nogo-A, ubikuitin karboksi terminal hidrolaz-L1 (UCH-
L1) ve TAR DNA baglayici protein (TDP-43) serum diizeyleri Enzim-baglhi-immunosorbent yontemi ile
belirlendi.

Calismamizda UCH-L1 ve TDP-43 diizeylerinin kontrol grubu degerlerine gére DEHB grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur. Benzer sekilde Nogo-A ve GFAP
diizeyleri de DEHB grubunda istatistiksel olarak anlaml: diizeyde yiiksek bulunmustur.

Noroplastik bozukluklarin DEHB ile iligkili oldugunu ve TDP-43 ve UCH-L1 diizeylerinin
DEHB bozuklugunun erkenden tanilanmasini biiyiik oranda kolaylastirabilecegini 6ne siirebiliriz. Ancak
TDP-43 ve UCH-L1seroprospinal sivi diizeylerinin DEHB bozuklugu ¢ocuklarinda heniiz belirsizdir ve
bu konu daha fazla arastirma yapilmay1 haketmektedir. Dahasi, GFAP ve Nogo-A seviyeleri DEHB’de
noroplastisite, microglial ve astroglial degisikliklerinin de bir kanit1 olabilir.

Anahtar Kelimeler: DEHB, GFAP, Nogo-A, TDP-43, UCH-L1



ABSTRACT

MS THESIS

EXAMINATION OF NEUROPLASTICITY AND NEUROPROTECTION
PROCESS IN CHILDREN WITH ATTENTION DEFICIT HYPERACTIVITY
DISORDER

Hamdullah BULUT

The Graduate School of Natural and Applied Science of Batman University
the Degree of Master of Science
In Chemistry

Advisor: Asst. Prof. Dr. Thsan CETIN
2016, 63 Pages

Jury
Yrd. Dr. Nasrettin GENLI
Yrd. Doc. Dr. ihsan CETIN
Yrd. Do¢. Dr. Besir DAG

Although the reason for attention deficit and hyperactivity disorder is not known exactly, with
inhibitor effect of dopaminergic and noradrenergic activities, disorder in catecholamine metabolism in
cerebral cortex is the most possible cause of ADHD. Neurobiological factors play an important role in the
ethology of ADHD. However, the biological markers effecting the prognosis and treatment of ADHD are
very limited.

This study was planned to be conducted with the inclusion of 30 children who applied to Dicle
University, Medicine Faculty, Psychiatry Polyclinic, and were diagnosed with ADHD yet without any
systemic disease; and 30 healthy children. The serum levels of glial fibrillary acidic protein (GFAP),
nogo-A, ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (UCH-L1) and TAR DNA binding protein (TDP-43)
were determined by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

In our study, it was found that serum levels of UCH-L1 and TDP-43 levels were statistically
significantly higher in ADHD children than those of control group. Similarly, Nogo-A and GFAP levels
were also found to be statistically significantly high in ADHD group.

It can be suggested that neuroplasticity disorders are associated with ADHD and the levels of
TDP-43 and UCH-L1 can ease the early diagnosis of ADHD to a great extent. Nevertheless, the
cerebrospinal fluid levels of TDP-43 and UCH-L1 are yet unclear in children with ADHD; therefore, this
issue deserves further investigation. In addition, GFAP and Nogo-A levels can be an evidence of
neuroplasticity, microglial and astroglial changes in ADHD.

Keywords: ADHD, GFAP, Nogo-A, TDP-43, UCH-L1
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1. GIRIS

1.1 . Konunun Onemi

Dikkat eksikligi ve hiperativite bozuklugunun davranigsal sinaptik transmisyon,
o0grenme ve fizyolojik foksiyonlari i¢ine alan bir¢cok gen ile iliski oldugu ifade
edilmistir. Ubukuitin proteozon yolunun proteolizi birgok ndéral fonksiyonlari
kontrol mekanizmalarinda ve merkezi sinir sistemeleri gelisimindeki sinaptik
baglanmasinda rol aldigi goriilmektedir. Bununla birlikte ubukuitin karboksi
terminal  hidrolaz-L1 (UCH-L1) noéronlarin  igerisinde  spesifik  olarak
sentezlemektedir. Bu proteinlerin birgok patolojik ve psikiyatrik bozukluklarda rol
oynayan yanlis katlanmaya sebeb oldugu bulunmustur.

Diger taraftan beynin beyaz meddesinde miyelin 6nemli bir isleve sahiptir,
miyelin sinir liflerinin gelismesini engeleyen bazi proteinleri ihtiva etmektedir. Bu
proteinlerden bir taneside Nogo-A transmebran proteinidir. Nogo-A’nin norolarinda
bulunmasinin anlagilmasi ile arastirmacilar, davranigsal siireglerin incelendigi son
donemlerdeki calismalarinda Nogo-A‘yida daha fazla dikkate aldiklari
goriilmektedir.

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun patafizyolojisi heniiz tam
olarak ¢oziilmese de genetik, cevresel ve norofizyolojik faktorlerle iligkili oldugu
One siiriilmiistiir. Baz1 aragtirmacilar, DEHB’nin patafizyolojisi ile nérodavranigsal
eksikligin, beynin beyaz maddesine ait mikro yap1 anormallikleri ile iliski oldugunu
ifade etmislerdir. Diger taraftan bazi aragtirmacilar ise DEHB‘nin sitokin iligkili
norotrofin, noérotrofik biiyiime faktor sitemi ve mikro glial aktiviyasyonun iligkili
oldugunu ileri siirmislerdir. Ayrica glial fonksiyon ve nd&rodejenarasyon
markirlarinin da, DEHB‘li hastalarda incelenmesi gerektigini savunmuslardir.
Ancak glial fibriller asidik protein, Nogo-A, UCH-L1 ve TDP-43 gibi birgok
molekiil ndrodejenarasyon ile ilgili olmasina ragmen DEHB’li incelenmemistir.

Yapilan litaratiir incelemesinde GFAP, Nogo-A, UCH-L1 ve TDP-43 gibi
ubikuitinasyon glial hiicre aktivasyonu ve miyelin ile iligkili olan molekiillerin,
Alzaimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif bozukluklarda incelendigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte bu molekiillerden bazilarinin sizofrenik bozukluk, depresif

bozukluk ve otizm gibi psikiyatrik rahatsizliklarda incelendigi de anlasilmistir.



2
Ancak bu molekiillerin DEHB’deki seviyelerini inceleyen herhangi bir

calismayla karsilasilmamistir. Bu ¢ercevede DEHB tanisi alan ¢oguklarda serum
GFAP, Nogo-A, UCH-L1 ve TDP-43 diizeylerininin incelenmesi amaglanmistir



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu

2.1.1. Tanimi

Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB), yedi yasindan 6nce baslayan
ve kendini dikkat eksikligi, yasa uygun olmayan asir1 hareketlilik, diirtiisellikle gosteren
noropsikiyatrik bir bozukluktur (APB, 2007). Bireyin, ailenin ve toplumun sagligini
etkileyebilmesi nedeniyle DEHB 6nemli bir saglik problemi olarak kabul edilmektedir
(Polanczyk ve ark., 2008).

DEHB tip literatiiriinde ilk olarak 1902 yilinda Ingiliz doktor George Still
tarafindan tanimlanmistir. Still; bu ¢ocuklarin diirtiisel, dikkat sorunlari ve
duygudurumu diizenleme giigliiklerinin oldugunu, bazi fiziksel kusurlar1 ve 06zel
ogrenme giicliikklerinin  bulundugunu bildirilmistir. Bu konuda yazilmig olan ilk
makalede, klinik durum, beyin hasar1 ya da zeka geriligine bagli olmayan dikkatsizlik
ve diirti kontrol bozuklugu olarak tanimlanmistir. Bu yazida tani “Moral Kontrol
Defekti” olarak adlandiriimistir (Weiss ve Weiss, 2002).

Birinci Diinya Savagindan sonra ortaya g¢ikan influenza ensefaliti salgini
sirasinda hastalanan ¢ocuklarda gelisen ve Still’in tanimladigina benzeyen diirtiisellik,
hiperaktivite, antisosyal davraniglar ve duygusal degisiklikleri; 1934 yilinda yaymlanan
makalede Kahn ve Cohen “organik sebepli” olarak tanimlamis ve bu durumun beyin
sapindaki zedelenmeye bagli olabilecegini ifade etmislerdir. 1937 yilinda Bradley
amfetamin tedavisiyle hiperaktif ¢ocuklarin belirtilerinde diizelme tespit etmistir.
Strauss ve Lehtren ise 1947 yilinda hiperaktivitenin, diisiik engellenme esiginin ve
diirtiiselligin beyin hasarindan kaynaklanan belirtiler olabilecegini ileri siirmiistiir.
Beyin hasari ayni anlama gelen, algisal giigliikler ve davranis problemleri biitiiniinii
“Minimal Beyin Hasar1 Sendromu” olarak adlandirmislardir (Gottlieb, 1987). 1960’11
yillarda "Minimal Beyin Disfonksiyonu" ibaresi ile 6zel o6grenme bozukluklari,
hiperaktivite, atilganlik, kisa siireli bellek bozuklugu, bilissel ve algisal bozukluklar gibi
belirtileri i¢eren bir durum tarif edilmistir (Stubbe, 2000).



2.1.2. Tarihge

DEHB’e ait ilk bilgiler 18. Yiizyila dayanmaktadir. John Locke isimli fizolof
“ne kadar gayret gosterse de zihinlerini dagilmaktan alikoyamayan” Ogrenciler
oldugundan sz etmistir (Amen ve Goldberg, 1998). Tip litaratiiriinde DEHB ilk kez
George Still adindaki bir Ingiliz doktor tarafindan 1902 yilinda tanimlanmstir (Still,
1902). Dr. George Still, asir1 hareketli, yogunlasma ve ogrenme giigliikleri olan ve
davranim sorunlar1 gosteren ¢ocuklarda “ahlaki kontroliin ileri diizeyde yetersizligi”
olarak tanimlanan DEHB, yazinda yillarca degisik isimlerle tanimlanmistir (Weiss ve
Weiss, 2002).

Birinci Diinya Savasi sirasinda viral ensefalit salginindan sonra asiri
hareketlilik, 6grenme giicliigli, koordinasyon zorlugu, diirtii denetim sorunlar1 ve
agresyon belirtilerinin, salginin davranissal bir sonucu oldugu disiinilmiis ve
"postensefalitik davramissal sendrom" olarak tamimlanmistir.  Minimal  beyin
zedelenmesi sendromu olarak 1947 yilinda adlandirilirken, zamanla belirlenmis
norolojik bozuklugu bulunamayan bu durum i¢in “minimal beyin disfonksiyonu™ tanimi
kullanilmistir (Spetie ve Arnold, 2007). Daha sonrasinda da uyarilma diizeyinin
anormal olmasi ve duygular1 ayarlamada yetersizliginin s6z konusu oldugu, genetik
temelli bir durum oldugu seklinde farkli varsayimlar, bozuklugun nedenini agiklamak

i¢cin One srillmiistiir.

2.1.3. Klinik ozellikler ve tani

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, kaotik hareketlilik, yas ile uyumlu
olmayan dikkat siiresi kisalig1 ve diirtiisellik ile seyreden ¢cocuk ve ergen psikiyatrisinin
en O6nemli bozukluklarindan biridir (Sadock ve Sadock , 2007; Eisenberg ve ark.,
1999).

DEHB'in temel 6zelligi benzer gelisim diizeylerindeki bireylere gore daha sik
ve siddetli hiperaktivite-impulsivitenin olmast ve kalict ve siirekli dikkatsizlik
Oriintiisiiniin bulunmas1 olarak ifade edilebilir. Bozuklugu olusturan dikkatsizlik
belirtilerinin yada hiperaktivite-impulsivitenin en azindan bir kismi1 7 yasindan 6nce
bulunmalidir. Bununla birlikte, cogu bireyde belirtiler uzun yillar siirdiikten sonra
taniya konulabilir. Semptomlar ve yol actiklart sikintilar en az iki ortamda (6rn. Okulda,

iste veya evde) ortaya ¢cikmalidir (Amerikan Psikiyatri Birligi., 1994).



2.1.4. Simiflandirilmasi

Bu bozuklugun kronik seyri, tedavi ile biiylik oranda diizelebilir olmasi, tedavi
edilmedigi takdirde ¢ok sayida olumsuz sonuglar dogurmasi, pek ¢ok psikiyatrik
hastalikla karisabilmesi nedeniyle ¢ocuk ve ergen ruh sagligi hekimlerince taninmasi ve
tedavi edilmesi zorunludur. Okul ¢aginda dikkatsizlik, ders dinleyememe, uygunsuz
ortamlarda asir1 hareketlilik, ¢ok konusma, odevlere karsi isteksizlik, kaza ve
yaralanmalara yatkinlik, yasitlariyla sosyal iliskilerde giigliik gibi belirtilerle karsimiza
cikarken ergenlik doneminde asir1 hareketlilik yerini huzursuzluga birakir. Bununla
birlikte ergenlik déneminde dikkatsizlik, alkol-madde koétiiye kullanimi gibi tehlikeli
aktiviteler, zayif sosyal iliskiler, riskli cinsel davranislar, zamani1 organize edememe
depresif yakinmalar ve antisosyal davraniglar sergilenebilir. Erigkinde dikkatin ¢abuk
dagilmasi, ise baslamada ve bitirmede zorluk ¢ekme, is ve evlilik iliskilerinde zorluklar,
depresif ve anksiydz yakinmalar ve 6fke kontrol giigliigii olabilir (Isik ve Taner , 2009) .

DEHB’nun tanisina 6zgii herhangi bir tibbi tetkik bulunmamaktadir. Tam
araclari, klinik gozlem, fizik ve noérolojik muayene, aile ve c¢ocuk ile yapilan
goriismeler, 6gretmen gozlemleri, davranis degerlendirme Olgekleri ve biligsel testlerdir
(Senol, 2008).

DEHB ve bipolar bozuklugun ailevi risk faktorii tasidiklar1 ve birbiriyle
baglantili bozukluklar olabilecegi ifade edilmistir (Faraone ve ark., 1997).

2.1.5. Epidemiyoloji

DEHB c¢ocukluk c¢aginda yaygin bir sekilde tespit edilen psikiyatrik
bozukluktur. Cesitli {ilkelerde yapilan ¢alismalar %1 ile %20 arasinda degisen farkli
oranlar bildirmistir. 1978 ve 2005 arasinda tiim diinyada, DEHB epidemiyoloji
caligmalarinin sistematik 8 derleme ve metaregresyon analizi, DEHB diinya geneli

birlestirilmis prevelansini %5.29 olarak tespit edilmistir (Polanczyk ve ark., 2007).

Aragstirmalarda farkli tani sistemlerinin kullanilmasi, DEHB sikligina iliskin
farkli sonuglarin elde edilmesinde baslica nedendir. DSM-III-R ve ICD-10 kriterleri
temel alindiginda daha diisiik oranlar elde edilirken, DSM-IV tan1 olgiitleri
kullanildiginda en yiiksek prevalans oranlari elde edilmektedir (Wolraich ve ark., 1996).
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DEHB kizlara gore erkek cocuklarinda iki kat daha fazla goriilmektedir. Bu

deger klinik 6rneklemde dokuz kata ulasabilmektedir (Skounti ve ark., 2007). Cinsiyet
dagilimina gore kizlarda dikkat eksikligi belirtileri, erkeklerde hiperaktivite 6n planda
gelmektedir (Hales ve ark., 2003). Erkeklerde saldirgan davranislarin ve atakligin daha
fazla olmasi hekime bagvuruyu artiran bir durumken kizlarda dikkat eksikligi
belirtilerinin 6n planda olmasi nedeniyle tan1 daha siklikla gdzden kagabilmektedir

(Ivanov ve Newcorn, 2005).
2.2 Etyopatojenez

Dikkat Eksikligi ve Hiperkativite Bozuklugu multifaktoriyel bir bozukluk olup,
bozuklugun olusumunda hem sosyal hemde organik nedenlerin olabilecegi iizerinde
durulmustur.

DEHB’nun etiyolojisinde prefrontal-striatal-serebellar dizgenin yapisal ve
metabolik farkliliginin en 6nemli rolii oynadigi ifade edilmistir. DEHB’nun bireye
kalitimsal olarak aktarildigi, anne karninda, dogumda veya yasamin ilk yillarinda toksik
maddelerle karsilasma veya travmaya kalma gibi olumsuz etkenlerle bu mirasi
bicimlenmekte ve sonugta kisi DEHB olmaktadir. Sonraki yillarda bireyin karsilastig
psikolojik ¢evre DEHB’nin olusmasina ya da ortadan kalkmasina sebep olmayip,
mevcut DEHB belirtilerinin =~ siddetinin  artmasinda veya azalmasina neden
olabilmektedir (Ercan, 2010). DEHB vakalarinin birbirinden nedensel olarak
ayrilabilecegi gibi, ayn1 vakada farkli etkenler de bir arada olabilmektedir. Dolayisiyla
DEHB farkli patolojilerin ortak semptomatolojisi olarak ifade edilebilir (Arnold ve
Jensen, 1995).

2.2.1 Psikodinamik ve ailesel etmenler

Duygudurum bozukluklari igin ileri siiriilen duyarlilasma modeli, ilk baglarda
genellikle bir gevresel stres sonrast meydana gelmesi; ancak daha sonraki siire¢ i¢in
bdyle bir olaym eslik etmesinin azalmas1 gdzlemine dayanir (Kéroglu ve ark, 2007). Tk
duygudurum bozuklugu donemini tetikleyen yasam olaylarinin ¢ogunun ozgiil
olmadig1, biyolojik ve ruhsal yatkinlik oldugunda rahatsizligin olusmasinda 6énemli bir

neden olduklari ileri siiriilmiistiir (Oztiirk, 2008; Kéroglu ve ark., 2007).



2.2.2. Genetik etmenler

DEHB giiclii genetik kdkenden kaynaklanabilen, ailesel bir bozukluktur. Bu
genetik gecisin nasil gergeklestigi heniiz belirlenememistir (Ercan ve Aydin, 2007).
DEHB etiyolojisinde genetik etkenlerin roliinii arastirmak i¢in aile, ikiz, evlat edinme
ve segregasyon analizi ¢aligmalar1 yapilmistir (Turgay, 1997). Diger arastirmacilarin
yaptigi, ikiz evlat edinme arastirmalarinda DEHB etyolojisindeki genetik bilesen
aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Yapilan bu arastirmalar, bozuklugun genetik ge¢isi oldugu
teorisini kuvvetlendirmektedir (Faraone ve Doyle, 2001).

DEHB tanist alan g¢ocuklar ile yapilan aile arastirmalarinda, bu ¢ocuklarin
anne, baba ve kardeslerinde DEHB riskinin saglikli kontrollere gore 2-8 kat artmis
oldugu gosterilmistir (Biederman ve Faraone, 2002). ikiz kardesler arasinda oldukga
yiiksek korelasyon bulunmustur. DEHB’in gama amino biitirik asit (GABA), dopamin,
norepinefrin ve diger norotransmitter sistemlerinin genleriyle iligkili bozukluk oldugunu
sliren aragtirmalarda vardir (Comings DE, 2000).

Pek cok giincel arastirmada, DEHB’nin ortaya ¢ikmasinda 5. Kromozom
tizerindeki dopamin tasiyict geninin ve 11. kromozom {iizerindeki D4 dopamin almaci
geninin yiiksek derecede iliskili oldugu bildirilmistir (Lanau ve ark., 1997; Li ve ark.,
2006). dopamin tastyict geni, metilfenidat ve benzer ilaglarin dopamin tasinmasi iizerine
etkilerinin saglandig1 protein bolgesidir. Genetik calismalar halen arastirma amagh

olarak devam etmektedir (Curran ve ark., 2000).

2.2.3. Gebelik, dogum an1 ve dogum sonrasi etmenler

Yapilan bir meta-analizde DEHB tanis1 alan ¢ocuklarin pre veya postnatal
strese diger ¢cocuklara oranla daha fazla maruz kaldiklart bulunmustur (Zapitelli ve ark.,
2001).

Alkol ve sigara igerisinde bulunan zehirlerin, DEHB {izerinde etkili olduguna
dair arastirmalar vardir. Cevresel toksinler, viicuttaki yiiksek kursun orani ile DEHB
belirtileri arasinda diisiik ama istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu da

bulunmustur (Needleman ve ark., 1990).



2.2.4. Noroanatomik etmenler

DEHB baskin olarak noradrenerjik olan frontokortikal bolgede ve baskin
olarak dopaminerjik olan alt striatal yapilardaki inhibitor etkinin diizenlenmesi ile
iligkili oldugu ifade edilmistir. Dopaminerjik agonist etki altinda olan striatal yapilar
adrenerjik ajanlara duyarli yiiksek yapilarla diizenlenir. Yiritiicti islevlerin merkezi
frontal loblardir. Frontal lob isleviyle iligkili sorunlar DEHB’de temeldir. Frontal loblar
calisma bellegi (bilgiyi mantikli basamaklarda ele alma yetenegi), soyut diisiince,
diirtiiselligi ve yiiriitiicii kontrolii (gergek diinya da basariy1 saglayan organizasyon,
odaklanma, biitiinlestirme yetenegi) diizenler. Yiiriitiicii kontrolde yetersizlik gosteren
bireyler dikkat daginiklig1 sergileyebilir, diirtiisel olabilir ve gorevlerini tamamlamada
giicliik ¢eker, diistinmeden ya da pervasizca davranmaya egilimli olur.

Cocuklarda yapilmis olan bilgisayarli tomografi, Manyetik rezonans
goriintlileme, islevsel manyetik rezonans goriintiileme, glikoz metabolizmasi, bolgesel
serebral kan akimi ve SPECT (Single Photon Emisyon Computerized Tomografi Tek
Foton Emisyon Bilgisayarli Tomografisi) ¢alismalart gézden gegirildiginde belli bir
tutarlilik goriilmektedir.

Beyin goriintilleme caligmalar1 6zellikle de prefrontal kortekste boyut ve
etkinlik azalmasi oldugunu disiindiirmektedir. Bilgisayarli tomografi ve manyetik
rezonans goriintiileme’da tutarli olarak frontal korteks, serebellum ve subkortikal
yapilarda hacim azalmasi gosterilmistir. Korpus kallozum ve serebellumda kiiciikliik ile
anterior singulatta etkinlik azalmasi oldugu One siiriilmiistiir. Striatal bolgelerde ve
substriatal yapilarda (talamus ve hipokampus) etkinlik azalmas: oldugu da
gosterilmistir. Globus pallidus’un daha az etkin ve kiigiik oldugu bulunmustur. DEHB
tanist alan ¢ocuklarda beynin tiim hacmi géreceli olarak daha kiiciiktiir (Oner ve Arsev,
2007; Doyle, 2006; Shorter, 2006; Millichap, 2008; Tuglu ve Sahin, 2010). Dikkati
saglayan noral aglar beyinde yaygin yerlesmistir ve parietal korteks, singulat girus,
prefrontal korteks, amigdalahipokampus gibi limbik yapilar, talamus, bazal
gangliyonlar, retikiiler formasyon ve serebellumu igerir. Serebellumun dikkatteki
Oonemi lizerinde son yillarda oldukga fazla durulmaktadir, motor kontrol ve inhibisyonu
diizenlemesinin yani sira serebellum yiiriitiicli islevlerde dahil biligsel siireclerde rol
oynamaktadir. Bazal gangliyonlar yiiritiicii islevlerde gerekli devrelere katilirlar.
Singulat korteks yanitlar1 secme ve baskilama da hatta motivasyon siireglerinde de

onemli rol oynamaktadir. Lateral prefrontal ve arietal korteks dikkatin stirdiirimii ve
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yonlendirilmesinde rol oynamaktadir. Parietal lob ve superior temporal sulkus

uyaranin hedeflenmesine yardimci olan alanlar oldugu bilinmektedir. Beyin sapi
retikiiler aktive edici sistem ve Ozellikle talamik ¢ekirdekler dikkatin tonunu diizenler ve
engelleyicileri filtre eder. Superior ve temporal kortekslerin ve korpus striatumun
dikkatin odaklanmasi, dis parietal ve korpus striatal bdolgelerin motor yiiriitiicli
islevlerde, hipokampusun kodlamada, dorsolateral prefrontal korteksin ise dikkatin
odaklanmasi, kaydirilmasi ve calisma bellegi de dahil planlama ve yiiriitiicii islevlerde
onemli oldugu bildirilmistir. Dikkat daha baskin oldugunda sag frontal lob baskindir.
DEHB’de bu belirli bolgeler de sorun olmasi beklenir. DEHB’de temel anormallikler
frontal korteks ve striatum arasindaki baglantilardadir. Ayrica bozukluk serebellum ve
frontal lob arasindaki devreleri de igerisine alir (Hechtman ve McGough , 2007; Doyle ,
2006; Wolf ve Wasserstein , 2001; Rommelse ve ark., 2007).

2.2.5. Norobiyolojik ve norobiyokimyasal etmenler

DEHB norobiyolojisinde dopaminerjik ve noradrenerjik sistemlerdeki
anormalliklerin belirti olusumunda payt olduguna dair elde edilen verilere ragmen,
tamamen kesinlik kazandigi da sOylenemez. Yapilan aragtirmalarda psikostimulan
ilaglarin dopamin ve norepinefrinin sinaps aralifindan presinaptik nérona geri alimi
engelledigi monoaminlerin néronal araliga salimin arttirdig1 gosterilmistir. Uyaricilarin
DEHB’ndaki etkileri dopaminerjik ve noradrenerjik yolaklar tizerinedir. Bu etki frontal
kortikal ve subkortikal yapilardaki inhibitér etkiyi arttirarak olmaktadir. Ancak
serotonin metabolizmasina etkisi uyaricilarin klinik etkinligi ile ¢ok az iliskilidir

(Zametkin ve Rapoport,1987).

2.3. Norodejeneratif Hastaliklar ve Gelisimsel Donem

Norodejeneratif hastaliklar, hem etiyopatolojik yonden hem de klinik yonden
bircok ortak 6zellige sahiptir. Degisik tiirdeki hastaliklar, belli yas gruplarinda belli bir
ndron grubunu tutan proteinlerle meydana gelir. Olayla ilgili protein, ilgili ndéron
gruplarinda toplanip ndron Oliimlerine (islevsizligine) yol acarak o hastalia 6zgii
semptomlarin ortaya ¢ikmasi sonucu hastalik ismi verilir. Modern biyokimyasal teoriler,
bu ortak noktalarin altindaki temel protein bozuklugunu ortaya koyup yeniden

smiflandirmayr gerekli kilmaktadir. Ancak patofizyolojik olarak, protein birikiminin
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belirleyici faktdr olup olmadigi birgok sporadik hastalikta kesinlik kazanmamistir

(Giiltekin, 2009).

Yetiskinlerin norodejeneratif hastaliklar1 genellikle ilerleyen yaslarda goriliir.
Spesifik noéron gruplarinin kaybi sonucu merkezi sinir sisteminde (MSS) belli
bolgelerde atrofi goriiliir. Histopatolojide ise, noron kaybi, reaktif gliozis ve bazi
hastaliklarda spesifik néronal veya glial inkliizyonlar gozlenebilir. Bu hastaliklar klinik,
patolojik ve biyokimyasal yonden degisik sekillerde simiflandirilabilir. Klinikte
akinetik-rijid ve hiperkinetik hareket bozukluklari, demanslar, otonom bozukluklar,
ataksiler gibi siniflamalar yapilabilirken, biyokimyasal anlamda sinir hiicrelerinde
biriken proteinin tiirine veya birikimin genetik mekanizmasina gore; alfa-

siniikleinopatiler, tauopatiler, poliglutamin bozukluklar1 olarak siniflandirma yapilabilir.

Cocuklukta bir takim anatomik-histolojik farkliliklara paralel, gelisim
basamaklar1 meydana gelir. Beyin sapina inen inhibitor yollarin gelisimi ile hayatin 2-3.
ayinda endojen aglama azalir, ¢evreye olan ilgi artar, yenidogan refleksleri kaybolur, ,
melatonin sentezinin artmasi ile uyku diizene girer, 7-10. ayinda prefrontal korteks
tabakalar1 arasinda yatay baglantilarin artisi ile islevsel bellek (working memory) gelisir
(Herschkowitz, 1997). Ogrenme siirecinde uzun siireli hafiza yeni mMRNA ve protein
sentezi ile saglanirken, kisa siireli hafiza ise sik aktive olan ndronlarda aktivasyon
esiginin diigmesi ve mevcut proteinlerin modifikasyonu ile saglanir (Anlar, 20006).
Sinapslarin  noéronal aktiviteye bagli olarak yeniden yapilanmasi, ayni zamanda
depolarize olan noronlarin aralarindaki sinaptik baglantilarin artmasi gibi beyindeki
kalic1 degisikliklerle gelisimsel basamaklar olusturur. Bu diizenlemelerin olugsmasinda
ekstitatdr norotransmitterler ve biiylime faktorleri etkilidir. Biiylime faktorlerinin yapimi
ndronal uyarim sirasinda presinaptik ugtan glutamat salinimi tarafindan arttirilir. Aktif
olmayan noronlar biiyiime faktorlerini almadiklar ic¢in kiiciiliirler. Beynin gelisimini,
yaptig1 etkinliklerin derecesi ve tiiriine bagh olarak gelistirir (Anlar, 2006).

Erken yaslarda beyinde daha fazla plastisite oldugunu gosteren gelisimsel
norobilim alanindaki arastirmalar,hastaliga miidahale c¢alismalarinin  miimkiin
oldugunca erken baglamas1 gerektigini savunmaktadirlar. Noronlarin biiylimesi
dogumdan sonra pek fazla artmaz iken hiicreler arasindaki sinirsel baglantilar (sinaps) 3
yasina kadar hizla olusur (Hanno, 2003). Cocugun beyin dokusunun dogumda

olgunlasmamis olmasi ve belirgin sekilde deneyimlerle degistirilebilir oldugunun
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gosterilmesiyle hem erken miidahalenin hem de bu deneyimlerin zamanlama 6nemi

ortaya koymustur (Halfon, 2001). Bu sonugla birlikte, hassas donemler veya bazi
gelismelerin olugsmasi i¢in firsat pencereleri adi verilen donemler tespit edilmistir
(Wynder, 1998). Ornegin, fonoloji (ses bilimi) i¢in hassas dénemler fetal hayatin 6.
ayindan bir yasa kadar olan zamandir (Ruben, 1997). Dili 6grenme i¢in 1-7 yas, sosyal-
emosyonel gelisimde 0-2 yas kritik donemler olarak kabul edilir (Ruben, 1997). Bu
sebeblerden otiirii 0-3 yas donemi sinapsin {liretimi ve sonraki donemde korunmasi i¢in
hayati 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bu donemde yetersiz stimiilasyonun sonraki
gelisim donemleri iizerinde biiyiik ve kalict olumsuz etkilerini ortaya koyabilir (Koltuk,
1998)..

2.4. Beyin Hiicreleri ve Proteinleri

Noronlarin rejenerasyon kapasitesi oldukg¢a diigiiktiir ve zarar verici immiin
reaksiyonlar, MSS noronlarin1 zedeleyebilir. Kafatasi, beyin dokusunun sismesini ve
bunun getirecegi 6dem ve inflamasyonu onler.

Fetal donemde sinir sisteminde meydana gelen hiicresel hasarlar en 6nemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir ve klinik, radyolojik ve biyokimyasal
degerlendirmelerle anlagilmaktadir.Biyokimyasal olgiimlerin avantaji heniiz klinik ve
radyolojik bulgular ortaya ¢ikmadan oOnce beyin lezyonlart hakkinda bilgi
verebilmesidir. Beyin hasarini tanimlayicit biyokimyasal bir belirteg; duyarli, 6zgiil,
tekrarlanabilir ve yiiksek prediktif degere sahip olmali, konsantrasyonu beyin hasarinin
yayginlig ile uyumlu olmali ve bir¢cok biyolojik sivida (kordon kani, amnion sivisi,
beyin omurilik sivisi, idrar) ol¢giilebilmelidir. Beyine 6zgii proteinler diisiik molekiiler
agirhiga sahiptir, santral sinir sisteminde yiiksek konsantrasyonda bulunur ve hiicresel
hasar olustugunda erken donemde biyolojik sivilarda saptanabilirler. Dolayisiyla beyine
0zgii proteinlerin prenatal (dogum oncesi) ve perinatal donemde (gebelikte 28.aydan
doguma kadar) fetomaternal biyolojik sivilarda saptanmasi beyin hasarinin erken tani ve
takibinde dogrudan gésterge olarak 6nemli bir 6l¢iit olabilir (Portakal ve Deren, 2010).

Beyine 0zgii proteinler ilk olarak Moore ve McGregor tarafindan 1965 yilinda
arastirillmistir. Arastirmacilar sigir, fare, tavsan ve maymunlarin beyin ve karaciger
dokularinda yaptiklart protein saflastirma caligmalar1 sirasinda ii¢ proteinin beyin
fraksiyonlarinda yiiksek konsantrasyonda oldugunu ancak karaciger fraksiyonlarinda

bulunmadigini saptamislardir. Kromatografik ve elektroforetik ayrilma o6zelliklerine
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gore bu proteinleri 14-3-2 ve 14-3-3 olarak adlandirmislar ve beyin dokusu ile ilgili

sonraki ¢alismalarda glial fibriller asidik protein (GFAP), biiyiime ile iliskili protein,
miyelin bazik proteini ve N-asetil aspartat beyin dokusundan izole edilmistir. Bu
proteinler genellikle kiigiik ve asidik yapidadir, genis protein ailelerine sahiptir ve beyin
dokusunun yani sira diger dokularda da bulunur (Portakal ve Deren, 2010).

Beyine 6zgli proteinler hiicre i¢i ve dis1 fonksiyonlari nedeniyle travmatik,
infeksiy6z ve dejeneratif kaynakli bir¢ok ndropatolojide yer alir. Dolayisiyla son 30
yildir norobilimcilerin ilgisini ¢cekmektedir. Pre/perinatal donemde kord kani, maternal
serum, amniyon sivisi Ve beyin omurilik sivisinda (BOS) beyine 6zgii proteinlerin
Olctimii risk tayini, tedavi hedeflerinin belirlenmesi ve prognoz takibinde onemli rol
almaktadir (Portakal ve Deren, 2010).

A) Makroglia hiicreleri
B) Mikroglia hiicreleri

2.4.1. Makroglia hiicreleri

1. Astrositler: Cok sayidaki uzantilari nedeniyle yildiz seklinde GFAP yapilmis ara
filamanlar igerir (Sekil 2.1).

2. Oligodendrositler: MSS’de aksonlarin elektriksel yalitimini saglayan miyelini yapar
(Sekil 2.2).

3. Ependim Hiicreleri: Beyin ventrikiilleri ve omurilik kanalin1 déseyen, epitelyum

hicreleridir.

2.4.2. Mikroglia hiicreleri ve glial fibriller asidik protein

Kisa uzantilara sahip, kiiclik hiicrelerdir. Sinir dokusunda, fagositik ve antijen

sunan hiicreler olarak davranirlar (Duman ve Yilmaz, 2008) (Sekil 2.1 ve 2.2).



13

Astrocyte

Endothelial cell
Astrocyte
Endfeet

Pericyte differentiation
ROS production

Tight Junction 3/ ¥ Ny
S Tight Junction
i

Alteration v

Glial
Activation

) Chemokine/cytokine
\ 9 o secretion
_ Dopaminergic \}3““ , 0 \
3 M.
Alpha synuclein Newon ‘) 3 \{_,—\ o 7
aggregates and . o ~ . .
mitochondrial /S WP Y
dysfunction e/
Increased =3 [ ] E;;\ Microglial
ROS Production - Activation

N
R

Sekil 2. 1. Astrosit, mikroglia ve oligodendrositlerin gosterimi

GFAP, 50 kDa agirliginda intraseliiler bir proteindir. Normal beyinde bulunan
fibroz astrositlerin stoplazmalarinda bol miktarda bulunmaktadir. GFAP esas olarak
astrositlerden eksprese edilen bir intermediyer filamentdir. Bundan dolay1 selektif bir
marker olarak kullanilmaktadir. Ratlarda yapilan ¢aligmalarda astrositik intermediyer
filamentlerin reaktif gliozisde ¢ok onemli bir rol oynadiklari gosterilmistir (Gomi ve
ark., 1995). GFAP, MSS’de uzun dénem saglikli miyelinizasyonun gerg¢eklesmesi igin
sart olan bir proteindir (Liedtke ve ark., 1996).

Astrositler, beyin hacminin yaklasik % 20-50'sini olusturur (Eng ve ark., 2000).
Astrositlerin 6zellesmis formlar1 serebellar kortekste Bergamann Hiicresi, retinada
Miiler Hiicresi, norohipofizde Pitiisit’ler ve 3. ventrikiiliin duvarinda Tanisit’ler olarak
adlandirilir (Garcia-Segura ve ark., 1996). Astrosit, Sekil 2.2°de gosterildigi gibi
MSS’de ¢ok onemli fonksiyonlara sahiptir. Bu hiicreler hiicre gogiinii etkiler, matrix
proteinlerinin, adhezyon molekiillerinin ve biiyiime faktdriiniin 6nemli bir kaynagidir.
Norotransmisyonda oOnemli bir rol oynayarak extraseliller ortamimn iyonik
kompozisyonunu diizenler, kan-beyin bariyerinin fonksiyonuna ve stabilitesine katki
saglar. Sinir hiicrelerine metabolik destek saglar ve norodejeneratif hastaliklar

patofizyolojisinde de rolii vardir (Morte ve ark., 2004).
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Sekil 2. 2. Sinir hiicresinin sematik gosterimi

MSS’de hasar oldugu zaman glial hiicreler, hiicresel cevabi baglatirlar. MSS,
glial hiicrelerin reaksiyonunu gliozis olarak verir. Dolayisiyla GFAP ekspresyonunda
artis olur. Astrositler, noronal hasara cevap olarak ekspresyonu artirirlar. GFAP,
MSS’nin hasar1 sonrasi gelisecek olan morfojenezde 6nemli bir materyaldir. Fetal
donemde son derece az miktarlarda iken, beynin gelisimiyle yogunlugu artmaktadir
(Baydas ve ark., 2003). MSS’nin reaktif siireclerindede astrosit stoplazmalar1 iginde
artmis miktarlarda bulundugu gosterilmistir. Oligodendria ve ependim hiicrelerinde de
bulunur. Cerrahi patolojide kullanimi yararli oldugu bilinmektedir.

GFAP, ekstraaksiyel yerlesimli tliimdrlerin invazyonlarinin tanimlanmasinda
faydali oldugu gibi normal koroid pleksusta bulunmadigi halde koroid pleksus
tiimdrlerinde GFAP salinimi bulunmustur. GFAP’1n bir hiicre i¢ginde tespit edilmesi o
hiicrenin GFAP fiirettigini gdstermez. Ornegin; makrofajlar, fagositoz sayesinde
stoplazmalari iginde GFAP igerebilirler. GFAP kullanim1 ile neoplastik ve reaktif glia
hiicresi birbirinden ayrilamaz. Normalde beyaz cevherde bulunan GFAP+ fibroz
astrositler, korteks yerlesimli olan aynmi tipteki hiicrelere oranla daha yogun olarak
bulunmaktadir. Bu nedenle beyaz cevherin reaktif siireglerinin degerlendirilmesinde
GFAP yarar saglamaz. GFAP boyanma siddeti ile astrositik timor derecelendirmesi
arasinda iliski bulunmamaktadir. Astrosit kokenli tiimorlerde GFAP ile es zamanl
olarak vimentin de salinabilir. GFAP’1n fazla ekspresyonu kronik reaktif gliozise neden
olmaktadir. MSS hasarlarindan sonra GFAP’1n yararli ve noroprotektif etkileri mevcut

olup bunun yani sira reaktif gliozise yol agmasi nedeniyle MSS rejenerasyonunu
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engelledigi diistinilmektedir (Anderson ve ark., 2003). Beyin iskemisinin ciddi

reaktif gliozisi tetikledigi bildirilmistir (Olson ve McKeon, 2004). Bu nedenle bazi
noropatolojik durumlarin, GFAP regiilasyonu ve dolasiyla da reaktif gliozisle iliskili
oldugu diisiiniilebilir (Genger, 2007).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi, McCall ve ark. (1996) GFAP 1n,
olgun astrositlerin major intermediyer filament proteini oldugunu ve astrosit
farklilasmasindaki anahtar olaylardan birinin GFAP ekspresyonunun baslangici
oldugunu gostermislerdir. MSS’de olgunlasmamis astrositler genellikle major
intermediyer protein olan vimentin olarak ifade edilir. Astrositlerin olgunlagmasi,
vimentin ve GFAP ekspresyonu arasinda bir gegis olur. Astrositler olgunlastikca GFAP
ekspresyonu artmaktadir (Gomes ve ark., 1999). Olgunlasmamis astrositler baglangicta
vimentin salgilarken, olgun astrositler GFAP salgilarlar (Dahl, 1981). Bundan dolay1
GFAP astrosit olgunlagsma belirteci olarak tanimlanir. Noronal-glial etkilesimde
GFAP’1n rol oynadig: bildirilmistir (McCall ve ark., 1996). Boylece GFAP diizeyindeki
degisiklikler noéron-ndéron ve ndron-glia arasindaki baglantida bozulma ile
sonuglanabilir.

Bir bagka calismada GFAP’1n astroglialara 6zgii Tip III ara filament protein
oldugu agiklanmistir. Ara filament proteinler, yliksek dkaryotlarda bulunan 8-10 nm’lik
fibroz proteinlerdir. Hiicre iskeletinin olusmasi, sitoplazmik alan organizasyonu, mitoz
ve hiicre hareketinin saglanmasinda rol oynar. Fosforilasyon, proteoliz, asetilasyon,
glikolizasyon ve deiminasyon en sik gozlenen translasyon sonrasi degisikliklerdir
(Lazarides, 1982).

GFAP kiiciik ve asidik bir proteindir (pl 4.6). En az bes izoformu vardir: a, f3,
Yy, 6 ve €. Izoformu a olani, astroglialarda en fazla bulunur (Reeves ve ark., 1989).
GFAP c¢esitli uyarilara yanit olarak N-terminalindeki bes bolgeden fosforillenir ve bu
fosforolisyanlar Thy7, Ser8, Ser13, Serl17 ve Ser38 seklindedir (Inagaki ve ark., 1990).

GFAP, hiicre yapt ve hareketi, mitoz, sinyal iletimi, kan-beyin bariyerinin
fonksiyonel olmasi1 gibi bir¢ok hiicresel olayda rolii vardir. Astrositin sekil ve mekanik
dayanikliligin1 saglar. Olgun hiicrelerdeki GFAP fonksiyonlar1 ‘“knockout” fare
caligmalar1 ile ortaya konmustur. Bu farelerde hipokampus ve spinal kordun beyaz
maddesi yoktur, astrosit fonksiyonlar1 dejeneredir, miyelinizasyon anormaldir ve kan-
beyin bariyeri bozulmustur. Bu ¢alisma GFAP’mn miyelinizasyonun uzun siireli
devamliliginda rol oynadigimi gostermektedir (Goss ve ark., 1991). Antisens RNA

caligmalarinda GFAP icermeyen astrositlerin noronlar ile baglanti olusturmadiklari
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saptanmistir. Yine bu ¢aligmalarda GFAP’1n purkinje hiicre iletiminin devamliliginda

onemli oldugu gosterilmistir (Weinstein ve ark., 1991).

Glial nedbe dokusu, dejeneratif durumlarin bir sonucudur ve glial fibriler asidik
proteinin up-regiilasyonu ile olusur (Eng ve Ghirnikar, 1994). Cogunlukla astrositler,
ependimal hiicreler, schwann hiicreleri ve duyusal ganglionlarin satellit hiicrelerinden
ekspresse olur. Glial hiicre hasarma yol acan bir¢ok durumda GFAP regiilasyonu
bozulur. Akut serebral hasar sonrast GFAP salinir ve hasarli olan kan-beyin bariyerini
gecerek dolasima ulasir. Iskemik inme sonrasinda iki-dort giinde serum GFAP diizeyleri
yiikselir, bu artis beyindeki infarkt alani ile paraleldir (Herrmann ve ark., 2000).
Intraserebral kanama sonrasi serum GFAP hizla artar (Foerch ve ark., 2006).
Subaraknoid kanama sonrasi akut donemde serum GFAP konsantrasyonu ile beyin
hasarinin siddeti arasinda korelasyon saptanmistir (Vos ve ark., 2006). GFAP, fokal
beyin hasarinin uzun siireli izlenimi ve prognozu tayininde 6énemlidir (Nylén ve ark.,
2007). Astroglial tiimorlerde serum GFAP’1in yiikseldigi bildirilmistir (Jung ve ark.,
2007).

Yapilan aragtirmalarda GFAP’in astrosit olgunlasmasinda dnemli bir belirteg
oldugu gosterilmistir. Astrosit olgunlasmasinin eksikliginde GFAP diizeyinin azaldigi
gorilmistiir (Gomes ve ark., 1999; Genger, 2007).

Glial fibriller asidik protein molekiiliine ait bilgileri kavrayabilmemiz igin
oncelikle sinir hiicresinin yapisini tanimamiz ve bu proteinin hiicrelerdeki konumunu
bilmemiz gerekiyor.

Sinir hiicreleri, noéronlar ve glia hiicreleri olarak 2 ana sinifa ayilabilir. Glia
hiicreleri, beyinde noronlardan 10 kat fazla bulunur ve bu néronlarin arasina yerleserek
sinir hiicresini sarar (Duman ve Yilmaz, 2008).

MSS’deki glialar iki ana gruba ayrilabilir:

2.4.3. Nogo-A

Norodejenerasyon ve noroplastisite siirecinde rol oynayan faktorlerden birisi ve
Nogo ailesinin bir iiyesi olan Nogo-A molekiiliidiir. Nogo ailesinin A, B ve C gibi
birgok iiyesi olmasina ragmen bunlardan sadece Nogo-A, MSS’de hasar sonrasinda sinir

liflerinin biiylimesini engeller ve giiclii bir sekilde inhibitér etki gostermektedir
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(GranPre ve ark.,2002; Huber ve ark.,2002). Bu etkinin Nogo-A’nin amino

terminalindeki spesifik ucundan kaynaklandigi ileri stirtilmistiir.

Nogo-A, C-terminalinde 200-aa retikulon dahil olmak iizere yaklasik 1200
amino asitten olusmus bir trans membran proteinidir (Chen ve ark., 2000; GrandPre ve
ark., 2000). Bu protein memelilerin MSS’deki miyelinlerinde bulunur ve buradan
saflagtirllmis en giiglii néron biiyiime inhibitorlerinden birisidir (Spillmann ve ark.,
1998). Nogo-A, yetiskinlerin MSS’sinde agirlikli olarak oligodendrositlerde sentezlenir.
(Huber ve ark., 2002; Wang ve ark., 2002). Nogo-A'nin oligodendrositler tarafindan
endojen yiiksek ekspresyonu, yaralanmis omurilik bolgesi etrafinda biraz daha
artmaktadir (Huber ve ark., 2002). Nogo-A, miyelin olusumundan 6nce gelismekte olan
ve olgunlagsmamis noronlar tarafindan gii¢lii bir sekilde eksprese edilir. Bu nedenle
Nogo-A; korteks, hipokampus ve dorsal kok gangliyon gibi MSS’nin bolgelerinde
yiiksek bir seviyeye ulasir (Huber ve ark., 2002; Peng ve ark., 2011).

Yapilan literatiir taramasinda, Alzheimer gibi baz1 norodejeneratif
rahatsizliklarda Nogo-A molekiiliiniin diizeylerinin incelendigi goriilmiistiir (Bordet ve
ark., 2010). Baz1 galismalarda Nogo-A’nin ndronlarin biiyiime ve fibroblastlarin uzama
durumlarma karsi inhibitor etki gosterdikleri ifade edilmistir (Huebner ve ark., 2011).
Yapilan deneysel bir ¢alismada Nogo-A ekspresyonunun kainik asid ile indiikklenerek
epilepside artmis oldugu gosterilmis ve bu ratlarda Nogo-A’nin hipokampustaki néronal
biiylimeyi inhibe ettigi yoniinde bulgular elde edilmistir (Meier ve ark., 2003). Baska bir
calismada temporal lob epilepsisinde Nogo-A expresyonunun arttigr bildirilmistir
(Bandtlow ve ark., 2004). Ote yandan kindling olusturulan rat modelinde, hipokampusta
artan Nogo-A’nin epileptogenezis siirecindeki sinaptik diizenlemeden kismen sorumlu
oldugu bildirilmistir (Takeda ve ark., 2007).



18

Presynaptic

\') :':" e \
" g r
Astrocyte ':"“‘ ."' - E % Astrocyte
2 ” \'..’"‘\W U ngrt 7 gt : e
\ L e TS e Rhad {
) i
Gl en A
q
SO T
Homeastatic plaaticoty J

Sekil 2. 3. Sinaptik plastisite Nogo-A’nin regiilator olarak gérev yapmas: (Mironova ve Giger, 2013).

Noronlarda ya da glial hiicrelerde eksprese edilen Nogo-A, lezyon sonrasi
sinapsin olusum ve temaslarinin stabilitesini saglamada kontrolii saglayabilecek
bulgulara ulasildi. Nogo-A’nin sinaptogenez ve sinaptik iletim tizerindeki etkileri
konusunda bilgimizin ¢ogu hipokampusun elektrofizyolojik incelemeleri ve gelisimi
tizerindeki caligmalarindan elde edilmistir. Buna karsin, eldeki verilerden ¢ok az bir
kismi da Nogo-A blokajinda yaralanmis yetiskin MSS’deki sinapslari fonksiyonel
olarak tesvik etmesidir. Oligodendrositierden eksprese edilen Nogo-A ayni zamanda
gelismekte olan biiyiiyen beyinde biiylime kisitlayict olarak rol oynamaktadir (Sekil
2.3).

2.4.4. Ubikuitin karboksi terminal hidrolaz-L1 enzimi

Ubikuitin, tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan 1siya dayanikli, kiigiik (8.5 kDa)
bir proteindir (Ciechanover ve ark., 1978). 76 aminoasiten olusan ubikuitinin primer
yapist yiiksek oranda korunmustur (Rodwell, 2000).

Son zamanlarda yapilan caligmalarda ubikuitin-proteazom yolaginin hiicre
dongiisii  proteinlerinin tiimor baskilayict molekiiller, onkogenler, trankripsiyon
faktorleri ve anti-apoptotik proteinlerin regiilasyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir

(Inoue ve ark., 2006). Hiicre igi protein dongiisiinden iki ana proteolitik sistem
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sorumludur. Bunlar, Lizozomal Sistemi ve Ubikuitin-Proteazom Sistemi’dir.

Lizozomlar, kesfedilen ilk proteolitik sistemlerdir. 1980’lerin basinda da ubikuitin-
proteazom sisteminin 6nemi anlasilmistir. Proteazom prokaryot ve 6karyotlarda bulunan
multikatalitik olan enzimatik bir komplextir. Protein yikiminin rolii sadece toparlanma
olmakla kalmayip hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi gibi baslica hiicre i¢i islemlerin

diizenlenmesine kadar genis bir géreve sahiptir (Martinez ve ark., 2005).

2.4.5. Ubikuitin sistem

Ubikuitin-proteazom sistemi dkaryot hiicrelerde 6nemli bir proteolitik yoldur.
Yikim i¢in substratlarin izlenmesi ve bunlarin o anki proteolitik kirilmasi iki ana
asamadir. Ubikuitin-proteazom sistemi hiicresel homeostazin devamliligina ve protein
kalite kontroliine yardimc1 olur. Fakat bu sistemi hiicre canlilig1 i¢in vazgegilmez yapan,
temel hiicre i¢i islemlerindeki diizenleyici rolii olmasindandir. Bu temel islemler
arasinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre boliinmesi, transkripsiyon ve sinyal
mekanizmalar1 sayilabilir (Martinez ve ark., 2005).

Ubikuitin-proteazom sistemi hiicresel homeostaz i¢in gerekli olan hiicre
dongiisii diizenlenmesi, apoptoz, reseptor sinyallesmesi, endositoz ve digerleri gibi ¢ok
sayida Onemli siirecte rol oynar. Hiicre biliylimesi ve proliferasyonu; timor
baskilayicilarin, protoonkogenlerin ve sinyal ileti komponentlerin ubikuitin aracili
yikimi ile kontrol edilir. Bunlarin dogal sonucu olarak ubikuitin-proteazom sistem
bilesenlerinden biri ya da daha fazlasindaki bozukluk insan hastaliklarindaki 6nemli

sebeplerden biri olarak diisiiniilmektedir (Dawson, 2008).

2.4.6. Ubikuitinasyon mekanizmasi

Regiilator proteinlerin ubikuitin aracili yikimi birgcok metabolik olayda
onemli rol oynar (King ve ark., 1996). Diger proteinler i¢in bir post-translasyonel
modifikasyon isareti olarak etki eder. Ubikuitin, hedef proteinlerin bir g¢oguna
adenozintrifosfat (ATP) esliginde kovalent baglanarak c¢esitli regiilator prosesleri
yonlendiren yiiksek¢e korunmus bir proteindir (Kiziltung ve Sahin, 1997). Kisa dmiirli
ve hatali proteinler, sitozolde ATP bagimli ubikuitin aracili sistem ile yikilir (Giiney ve
Bilgihan, 2002). Hedef proteinlere ubikuitin eklenmesi ATP bagimli arka arkaya calisan
lic esansiyel enzim gerektirmektedir. Bunlar, ubikuitin aktive edici enzim (E1),

ubikuitin konjuge edici enzim (E2) ve ubikuitin ligazdir (E3).
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Ubikuitinin karboksil (C)-terminalindeki glisin kalintisi, El tarafindan

uyarilir ve burada ATP gereklidir (Dawson, 2008). Ubikuitin adenilatin ara formu
olusur ve PPi salinir. Bunu takiben ubikuitin E1°deki sistein kalintisina tioester bag ile
baglanir ve adenozinmonofosfat (AMP) agiga ¢ikar. Aktif ubikuitin, E2 enziminin
sistein kalintisina transfer edilir (Spataro ve ark., 1998). E3 enzimi, sistemin en énemli
substrat belirleyici faktorii olarak ¢alisir. Ubikuitin, hedef proteinlerin lizin rezidiilerine
esas olarak e-amino gruplarindan, kendi C-terminal grubu ile izo-peptid bag
olusturarak konjuge olur. Ubikuitinin kendisinde 7 tane lizin rezidiisii bulunur. Onceki
ubikuitinde bulunan bu lizin rezidiilerine yeni ubikuitinler eklenerek devam eden
ubikuitin eklenme dongiisii olusur. Bu yolla, bir hedef proteininde poli-ubikuitin
zincirleri olusturulabilir. Eger hedef protein {izerindeki poli-ubikuitin zinciri baglanmay1
basarirsa ve ubikuitin parcalar1 dort veya daha fazla ise bu 26S proteazom ig¢in tanima
sinyali olarak etki eder. Proteazom daha sonra hedef proteini ATP’ye bagimli yolla
pargalar (Dawson, 2008) (Sekil. 2.4).

Ubikuitin toksik hasar, yiiksek sicaklik, viral enfeksiyon ve besin yoksunlugu
gibi stresli kosullar altinda anormal ve kisa Omiirlii proteinlerin yikiminda gorev alir
(Osada ve ark., 1997). Ubikuitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye
doniisimiiyle ilgili hiicre i¢i sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve
transkripsiyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok molekiiler homeostatik mekanizmaya katilir

(Spataro ve ark., 1998).
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Sekil 2. 4. Ubikuitinasyon mekanizmasi
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2.4.7. Ubikuitinin norodejeneratif hastahklardaki rolii

Ubikuitenlenmis proteinlerin  dejenere olmus noronlar iginde anormal
norofilamentlerin meydana getirdigi hiicre i¢i inkliijin’lere baglandig tespit edilmistir
(Lowe ve ark., 1988; Perry ve ark., 1987). Bu inklijinler degisik norodejeneratif
hastaliklarda degisik isimler almaktadirlar. Alzheimer hastaligina ‘Spesifik
Norofibrilleri Tangils’, Parkinson hastaliginda ‘Lewy Badiler’ ve motor néron
hastaliginda ‘Inkh'ijin Badiler’ isimlerini alirlar (Cole ve Timiras, 1987; Manetto ve
ark.,, 1989). Genel olarak hastaliktaki anormal hiicre i¢i filamentlerin
immiinohistokimyasal metodlarla ubikuitinlendigi ve ubikuitinin bu yapilara baglanarak
bu anormal yapilar1 ortadan kaldirmak igin gorev yaptigi sanilmaktadir (Brion ve ark.,
1991).

Diger taraftan Ubikuitin Karboksi Terminal Hidrolaz-L1 enzim (UCH-L1)
molekiilii de, néronal yaralanma ve kan beyin bariyeri bozukluklarinda son zamanlarda
kullanilan 6nemli ve yeni bir biyomarker olarak kabul edilmistir (Thompson ve ark.,
1983). UCH-L1 noronlar, néroendokrin sistem ve beyin timor hiicrelerine son derece
0zglin olan ubikuitin polimerlerini monomerik forma doniistiiren bir enzimdir. Bu
gorevi dolayisiyla da ubikuitin-proteazom sisteminde 6nemli bir rol oynar. UCH-L1
enziminin Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz (ALS) gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkisi arastirilarak ¢ogunlukla
noronlarda yogunlasmis sitoplazmik bir enzimdir (Lewis ve ark., 1983; Liu ve ark.,
2010). UCH-L1’in BOS ve kandaki artan konsantrasyonu, néron yikimi ve kan beyin
bariyeri gegirgenligindeki artig ile iligkilendirilmistir (Blyth ve ark., 2011). Anevrizmal
subaraknoid kanama, travmatik beyin hasar1 (TBI), fel¢ ve neonatal hipoksik-iskemik
ensefalopatinin de dahil oldugu cok sayida noérolojik rahatsizliklarda UCH-L1
konsantrasyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir. TBI sonrasi, kan UCH-L1 seviyesi
yaralanmanin siddeti, taburcu edilme siiresi ve yaralanmadan sonraki 6 aylik siiregle
iligkilendirilir (Mondello ve ark., 2012a). Dikkate deger bir sekilde bu néronal protein
kayb1 yaralanmadan hemen sonra, BOS ve kanda kolayca saptanabilir. Bu durumda
potansiyel ndroprotektif stratejiler i¢in degerli bir zaman kazanimi saglar (Brophy ve
ark., 2011).

Yapilan bir ¢alismada epileptik bozuklugu bulunan hastalarda nébet sonrasi
BOS’taki UCH-L1 seviyelerinin yiikseldigi ve tekrar eden tonik-klonik ndbet geciren

hastalar ile tek nobet gegiren hastalarin karsilastirilmasinda, tekrar eden tonik-klonik



22
ndbet geciren hastalarin seviyelerinin diger gruba goére daha yiiksek UCH-L1

seviyelerine sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica bu calisma ile UCH-L1’in epileptik
bozukluk sonrasi néronal hasar i¢in bir markir olabilecegi ileri siiriilmistiir (Li ve ark.,
2013). Yine baska bir ¢caligmada epileptik bozuklugu bulunan hastalarda gegirilen nobet
sayisinin artmast ile hem BOS hem de plazma UCH-LI1 diizeylerinin arttig1 bildirilmis
ve bu sonuglarin klinisyenlerin daha dogru bir tan1 yapmada yardimci olabilecegi

belirtilmistir (Mondello ve ark., 2012b).

2.4.8 Transaktif yanit DNA baglayici protein-43

Transaktif Yanit DNA Baglayici Protein-43 (TDP-43), 43 kDa agirliginda bir
proteindir. Ilk olarak HIV1 viriisiiniin TDP-43 dizisine baglanarak transkripsiyonun
baskilama 6zelligine sahip bir protein olarak tanimlandi. Daha sonra Kistik Fibrozis’de
alternatif kirpilma islemini diizenleyen bir faktér oldugu goriildii. Tim dokularda
yiksek miktarda sentezlenen 414 aminoasit uzunlugundaki TDP-43 proteini,
omurgasizlardan memelilere kadar biitiin canlilarda evrimsel olarak ¢ok 1iyi
korunmustur. Saglikli hiicredeki lokalizasyonu ¢ekirdekte olan TDP-43, DNA/RNA
baglayici, heterojen riboniikleer protein A/B (hnRNP) ailesine ait bir proteindir ve bir
dizi farkli gorevi vardir (Cohen ve ark., 2011; Ou ve ark.,1995, He ve Smith., 2009).

TDP-43’lin C-terminal kismi islevsel bolgeleri, niikleer lokalizasyon ve niikleer
eksport sinyalleri, niikleik asitlere baglandigi iki RNA taniyict motifi, glisin amino

asitince zengin ve protein-protein iliskilerinden sorumlu yerdir (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. TDP-43 geni ve nérodejenerasyon

TDP-43’in, bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), iki RNA tanima motifi, bir niikleer eksport
dizisi (NES) ve C-terminal bolgesi vardir. Norodejenerasyona neden olan mutasyonlarin biiyiik
¢ogunlugunu igeren C-terminal bdlgesi, hem TDP-43’{in diger proteinlerle olan iligkilerinden sorumludur,
hem de alternatif kirpilma ve transkripsiyonel baskilama i¢in gereklidir, dolayisiyla bu bdlgedeki
mutasyonlar protein islevini olumsuz etkiler (Cohen ve ark.,2011; Baloh, 2011).

C-terminal bolgesi hem diger hnRNP proteinleri ile olan iligkiler i¢in, hem de
alternatif kirpilmanin ve transkripsiyonel baskilamanin kontrolii i¢in gereklidir.
mRNA’ya ve DNA’ya baglanabilen TDP-43, RNA metabolizmasinin farkli asamalarini
(mRNA kirpilmasi, stabilitesi, translasyonu ve gen transkripsiyonunu) cekirdek ile
stoplazma arasinda mekik dokuyarak (NLS ve NES sayesinde) diizenler. C-terminal
bolgesi TDP-43 agregasyonu i¢in kritiktir. Normal sartlarda ¢ekirdekte bulunan protein,
patolojik durumda inkliizyonlar halinde stoplazmada ve distrofik ndronlarin
uzantillarinda (ndritlerde) agrege olur. Buna karsilik TDP-43 inkliizyonlar: hiicre
cekirdeginde oldukc¢a nadirdir. TDP-43’iin hiicre ¢ekirdeginden eksilmesi, stoplazma ve
noritlerdeki inkliizyonlarin neden oldugu toksik islev kazanma mekanizmasina ek
olarak, bir islev kayb1 tlirii mekanizmanin varligina da isaret etmektedir (Cohen ve ark.,
2011; Baloh, 2011; Buratti ve Baralle, 2009).

TDP-43’de tanimlanmis olan, biri hari¢ tiim mutasyonlarin C-terminalinde
bulunmasi, bu bolgedeki yapr ve islev degisikliginin -heniiz bilinmeyen bir
mekanizmayla- nérodejenerasyonu tetikledigini diisiindiirmektedir. Hastalik durumunda

sadece C-terminalini igeren, farkli uzunluklarda fragmentlere parcalanan ve fosforile
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olan TDP- 43 proteini bu haliyle agregasyona ¢ok yatkindir ( Baloh, 2011; Kwong ve

ark., 2008).

Insanda TDP-43 patolojisi calismalari ii¢ farkli sonug halinde 6zetlenebilir:

e TDP-43 proteininin normalde lokalize oldugu ¢ekirdekten ¢ikarak sitoplazmada
agregat olusturmasi, bugiine kadar bilinen TDP-43 hastaliklarinda ortak ve
tutarl1 bir patolojidir.

e TDP-43 patolojisinin hiicre-i¢ci dagilimi farkli norodejeneratif hastaliklarda
degiskenlik gostermektedir.

e TDP-43 patolojisi, ALS veya Frontotemporal Lober Dejenerasyonu’na yani sinir
hiicrelerinin ilerleyici bozulma siireci ile tanimlanan rahatsizliga 6zgii degildir.
Pek ¢ok norodejeneratif hastalikta ve 65 yas ustii saglikli bireylerde siklikla
goriilmektedir (Calamini ve ark., 2011; Baloh, 2011; Geser ve ark., 2010;

Neumann ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu aragtirma 27.02.2015 tarihli etik kurul onay1 sonrasi, Mart 2015 ve Haziran
2015 tarihleri arasinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Psikiyatri Poliklinigine
basvuran, ailesinin onay1 alinmis, yaslart 6-15 arasinda degisen 60 ¢ocuk ile yapildi.
Kan 6rneklerinin alinmasi sirasinda hastalarin herhangi bir alerjik durumlarinin, akut
infeksiyonlarinin, sistemik hastaliklarinin olmamasina, ayrica son zamanlarda kullanmis
olduklar1 ilaglarin olmadigina dikkat edilmistir. Bu arastirma projesi igin Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve ilag Arastirmalari Yerel Etik Kurulu’ndan
27.02.2015/167 tarih ve karar no ile onay almistir.

Calisma Dicle Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Psikiyatri
boliimiinde yiiriitildi. Calismaya ait veriler Mart 2015-Haziran 2015 tarihleri arasinda
toplandi.

Zeka puant 70’in altinda olanlar, ndbet dykiisii, biling kayb1 olan kafa travmasi
Oykiisii, ensefalit Oykiisii, Tourette sendromu, yaygin gelisimsel bozukluk, bipolar
bozukluk, psikotik bozukluk ve kronik sistemik hastaligi olanlar biyokimyasal
parametrelerini etkileyecegi i¢in ¢calismaya dahil edilmedi. Hasta grubunda Karsit Olma
Karsi Gelme Bozuklugu (Oppositional Defiant Disorder) ve Davranim Bozuklugu
(Conduct Disorder) olanlar da caligmaya dahil edildi. Kontrol grubu, hasta grubu ile
benzer adreste yasayan, psikiyatrik ve tibbi hastalik Oykiisii olmayan, yas ve cinsiyet
olarak hasta grubuna benzer cocuklardan olusturuldu. Calisma icin Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindi.

Katilimcilarin ebeveynlerinden ¢aligmaya goniillii katildiklarina dair yazili onay alind.

3.1. Arastirma Gruplan

3.1.1. DEHB grubu

Aragtirmaya, DSM IV’e gore DEHB tanis1 konan, daha 6nce tedavi almamis, 6
ile 15 yas arasi, Katilimeilar ile 6ncelikli olarak sosyodemografik ve klinik veri formu
dolduruldu. Daha sonra yapilandirilmig psikiyatrik goriisme (K-SADS-PL) yapildi.
Ebeveynler ve 6gretmenler, dikkat eksikligi ve davranis bozukluklari i¢in hazirlanmig
olan DSM-IV tabanli dikkat eksikligi ve yikici davranis bozukluklar1 tarama ve

degerlendirme 6l¢egi formunu doldurdular. Daha sonra frontal bdlge faaliyetini yansitan


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18841736%20?iframe=true&width=100%25&height=100%25
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ndropsikolojik bir test olan Stroop testi uygulandi. Son olarak da biyokimyasal testler

icin 2 ml vendz kan 6rnegi alindi.

3.2. Uygulanan Form ve Olgekler

Sosyodemografik ve Klinik Veri Formu

Bu formda, yas, cinsiyet, egitim durumu, anne babanin yas, egitim diizeyi ve
meslegi, anne baba arasinda akrabalik bagi, kardes sayisi, aile ve akrabalarda psikiyatrik
hastalik ve sug¢ Oykiisii, ailede madde kullanimi, aile i¢i siddet varligi, boy ve kilo

degerleri yer aldi.

Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia, Present and Lifetime
version (K-SADS-PL)

Orijinali (K-SADS-PL), Kaufman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir
(Kaufman ve ark., 1997). 2004 yilinda Gokler ve arkadaslari tarafindan Tiirkgeye
uyarlanmigtir (Gokler ve ark., 2004). K-SADS-PL, anne-baba ve ¢ocugun kendisiyle
goriisme yoluyla uygulanir ve en sonunda tiim kaynaklardan alinan bilgiler
dogrultusunda degerlendirme yapilir. Baska DEHB olmak iizere ¢ocuk ve ergenlerde sik
goriilen psikopatolojilerin varlig1 arastirildi.

Turgay DSM-IV Based Child and Adolescent Behavior Disorders Screening and
Rating Scale (T-DSM-1V-S):

DSM-IV olgiitlerine gore Turgay tarafindan gelistirilen bu olgek, dikkat
eksikligini sorgulayan 9, asir1 hareketliligi sorgulayan 6, diirtiiselligi sorgulayan 3,
karsit olma karst gelme bozuklugunu sorgulayan 8 ve davranim bozuklugunu
sorgulayan 15 toplam 41 maddeden olusmaktadir (Turgay, 1994). Bu dl¢egin gecerlilik
ve giivenilirlik ¢aligmasi Ercan ve ark. tarafindan yapilmistir (Ercan ve ark., 2001).
Stroop Testi TBAG Formu

Stroop Testi frontal bolge faaliyetini yansitan noropsikolojik testtir. Stroop
Testi TBAG Formu 14.0 x 21.5 cm boyutlarindaki dort beyaz karttan olugsmaktadir. Her
kartin tizerinde segkisiz olarak siralanmis 4’er maddeden olusan 6 satir bulunmaktadir.
Bu kartlar testin “uyaric1” maddeleri olup bu uyaricilara kars1 denegin vermesi gereken

tepkiler, yani yerine getirmesi gereken “gorevler” (task), testin bdliimlerini
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olusturmaktadir. Testin temel puanlari, bu boéliimlerin ayr1 ayr1 puanlanmasiyla elde

edilmektedir. Dikkat edilen uyaricilarla edilmeyenlerin paralel islenmesi yetenegini,
bilgi isleme hizin1 ve otomatik silireglerin bozucu etkisine karsi koyabilme yetenegini
degerlendirir (Stroop, 1935). Tiirk¢e gegerlik ve giivenirlik ¢aligmasi Karakas ve ark
tarafindan yapilmistir (Karakas ve ark., 1999; Karakas, 2004). Kartin tamamlama
siiresinin algisal problemler, psikomotor hiz gibi degiskenlerden etkilenebilecegi
diisiincesiyle, bozucu etki skoru bozucu etki kartin1 tamamlama siiresinden renk tanima

stiresi ¢ikarilarak hesaplandi.

3.3. Kontrol grubu

Herhangi bir sistemik hastaligi olmayan 30 saglikli ¢ocuk (15 erkek, 15 kiz)
calismaya dahil edilmistir. Arastirmanin kontrol grubu, ruhsal ya da kronik bedensel bir
hastalik nedeniyle hastanede izlemi olmayan as1 ya da kontrol amagli olarak Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Saglhigi ve Hastaliklari Anabilim Dali’na
basvurmus, yas ve cinsiyet bakimindan hasta grubundan istatistiksel olarak anlamli bir

fark gostermeyen bir grup saglikli cocuktan olusmustur.

3.4. Numunelerin Alinmasi, Transferi ve Laboratuvar Calismasi

Kan ornekleri, 12 saat acliktan sonra 08.00-10.00 saatleri arasinda serum igin
antikoagulansiz olan etilen diamin tetra asetik asit’li (EDTA) tiiplere alindi. Oda
sicakliginda yarim saat bekletilen kanlar 4000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
analiz anina kadar -70 °C’de muhafaza edildi.

Alinacak kan ornekleri, kopiik kutular igerisinde Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma transfer edildi. Kopiik kutular 24 saat
oncesinde buzdolabinda bekletilerek, icerisinde ise dort bir tarafina, -80 derecede
bekletilmis buz akiileri yerlestirilecek ve agzi koli bantlar1 ile kapatilarak 1s1 temasi
kesildi.

Kan ornekleri Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda calisilmistir. Bu amagla -80 °C’de saklanan serum oOrnekleri, buz
akiilerinin oldugu strafor kopiik kutuda ve 3,5 saat icerisinde Dicle Tip Fakiiltesi Cocuk
Ruh Saghg ve Hastaliklari Anabilim Dalindan, 6rneklerin ¢alisilacagi Dicle

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina transfer edilmistir.
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Klinik gruplardan alinacak kan, ticari olarak satilmakta olan GFAP, Nogo-A,

UCH-L1 ve TDP-43 molekiillerine ait ELISA Kitleri ile kantitatif analiz yapilarak, dehb
grubu ve kontrol grubu degerleri karsilastirildi.

3.5. Arastirmada Kullanilan Geregler

1- Human TAR DNA baglayici protein 43 (TDP-43) ELISA Kit
2- Human ubikuitin karboksi terminal hidrolaz L1 (UCHL1) ELISA Kit
3- Human anti-Nogo-A antibody (Nogo-A Ab) ELISA Kit

4- Human glial fibriler asidik protein (GFAP) ELISA Kit
5-1000 ml ol¢iitte olan cam meziir

6-Vorteks

7-Cozelti kabi

8-Distile su

9-ELISA test cihazi

10-10 adet cam tiip

11-Doz ayarli multi kanall1 pipet

12-Santrifij

13-Shakerl1 Etiiv Cihazi

14-ELISA plate yikama cihazi

15-Plate Bandi

16-ELISA Plate Yikama Sivisi

3.6. Serumda TDP-43 6l¢iimii

3.6.1. Kullanilan Kitin icerigi

1- TDP-43 monoklonal antikoru ile kaplanmis 96’11k plate
2- Standart Cozeltisi (6400ng/L-0.5mlx1)

3- Streptavidin-Horse Radish Peroksidaz Cozeltisi (6mlx1)
4- Stop Cozeltisi (6mlx1)

5- Kromojenik reaktif A (6mlx1)

6- Kromojenik reaktif B (6mlx1)

7- Biotinle isaretlenmis anti TDP-43 antikoru (1mlx1)
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8- Standart seyreltme ¢ozeltisi (3mlx1)

9- Yikama Cozeltisi (20mlx30)x1
3.6.2. TDP-43 dl¢iimiiniin prensibi

Bu kit (SHANGHAI YEHUA Biological Technology, Katalog
No : YHB2918Hu) insana  ait biyolojik  sivi  Orneklerinde = TDP-43

konsantrasyonlarin1t 6lgmek icin ¢ift bagh antikor sandivi¢ yOntemini esas alan
enzim bagli immunosorbent Olgiimiidiir. TDP-43 igeren Ornekler, TDP-43
monoklonal antikoru ile kaplanmis plate kuyucuklarina eklenerek inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra biyotinle isaretlenmis TDP-43 antikoru ve streptavidin-HRP
cozeltisi ile immune kompleks olusturulur. Baglanmamis enzimler ortamdan yikama
sayesinde temizlenerek, A ve B renk substrati eklenir. Cozelti mavi renkten sari
renge doniisiir. Orneklerdeki renk siddeti, 6rneklerdeki TDP-43 konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.
3.6.3. Ol¢iim prosediirii

1-Standart stok solusyonu (6400ng/L), standart diliisyon ¢ozeltisi kullanilarak belli
konsantrasyonlarda (3200 ng/L-1600 ng/L-800-ng/400 ng/L-200 ng/L) diliie edildi.
2-Kor kuyucuklarina herhangi bir ekleme yapilmadi.

3-Stantardlar standart kuyucuklarina azalan konsantrasyonlarda 50ul eklendi.

4-Serum oOrneklerinden 40pl eklendi.

5-Serum 6rneklerinin oldugu kuyucuklara 10 pl TDP-43 antikorundan eklendi.
6-Standart ve serum Ornek kuyucuklarina streptavidin-HRP c¢ozeltisinden 50pl
eklenerek plate iizeri membran ile ortiildii ve 60 dakika 37 C’de 1siktan uzak bir
ortamda inkiibe edildi.

7-Yikama cozeltisi ile plate 5 kez yikandi.

8-Renk gelismesi i¢in, kromojenik reaktif A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser pl eklenerek
plate lizeri membran ile ortiiliip 10 dakika 37 %C’de 1giktan uzak bir ortamda inkiibe
edildi.
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9-Inkiibasyon sonrasi platenin biitiin kuyucuklarma HCI (hidroklorik asit ) iceren

stop c¢ozeltisi eklenerek renk degisiminin inhibisyonu saglanir ve 10 dakika igerisinde

450 nm dalga boyunda standart ve 6rneklerin optik dansitesi tespit edildi.
3.6.4. Hesaplama

Kor kuyucuklart sifir kabul edilerek, standart ¢dzeltilerinin konsantrasyonlari
ve optik dansiteleri ile grafik cizilerek, kit prospektiisiinde tanimlandigi sekliyle
dogrusal bir grafik elde edildi. Serum Orneklerinin optik dansiteleri de bu grafige

yerlestirilerek TDP-43 konsantrasyonlar1 hesapland1 (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. TDP-43 standart grafigi

Kullanilan kitin dl¢iim araligi ve hassasiyeti

CV(%) = SD/meanX100

Intra-Assay: CV<10%

Inter-Assay: CV<12%

Paket boyutu : 96’lik plate.

Kit Omrii ve Depolama : 2-8 °C’de 6 ay, -20 °C de 12 ay
Olgiim Aralig1 : 20 ng/L—6000 ng/L.
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Olgiim Hassasiyeti : 10.49 ng/L.

3.7. Serumda UCH-L1 Ol¢iimii

3.7.1. Kullanilan Kkitin icerigi

1- UCH-L1 monoklonal antikoru ile kaplanmis 96’lik plate
2- Standart Cozeltisi (40ng/ml-0.5mlx1)

3- Streptavidin-Horse Radish Peroksidaz Cozeltisi (6mlx1)
4- Stop Cozeltisi (bmlx1)

5- Kromojenik reaktif A (6mlx1)

6- Kromojenik reaktif B (6mlx1)

7- Biotinle isaretlenmis anti UCH-L1 antikoru (1mlx1)

8- Standart seyreltme ¢ozeltisi (3mlx1)

9- Yikama Cozeltisi (20mlx30)x1

3.7.2. UCH-L1 6l¢iimiiniin prensibi

Bu kit (SHANGHAI YEHUA Biological Technology, Katalog
No : YHB3139Hu) insana ait biyolojik  sivi  Orneklerinde  UCH-L1
konsantrasyonlarin1 6lgmek igin ¢ift bagli antikor sandivi¢ yontemini esas alan
enzim bagli immunosorbent Ol¢iimiidir. UCH-L1 igceren ornekler, UCH-L1
monoklonal antikoru ile kaplanmis plate kuyucuklarina eklenerek inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra biyotinle isaretlenmis UCH-L1 antikoru ve streptavidin-HRP
¢oOzeltisi ile immune kompleks olusturulur. Baglanmamis enzimler ortamdan yikama
sayesinde temizlenerek, A ve B renk substrati eklenir. Cozelti mavi renkten sari
renge doniisiir. Orneklerdeki renk siddeti, 6rneklerdeki UCH-L1 konsantrasyonu ile

dogru orantilidir
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3.7.3. Ol¢iim prosediirii

1-Standart stok c¢ozelti (40ng/ml), standart seyreltik ¢o6zeltisi kullanilarak belli
konsantrasyonlarda (20 ng/ml-10 ng/ml-5 ng/ml-2,5 ng/ml-1,25 ng/ml) seyreltildi.
2-Kor kuyucuklarina herhangi bir ekleme yapilmadi.

3-Stantardlar standart kuyucuklarina azalan konsantrasyonlarda 50ul eklendi.

4-Serum orneklerinden 40ul eklendi.

5-Serum orneklerinin oldugu kuyucuklara 10 ul UCH-L1 antikorundan eklendi.
6-Standart ve serum Ornek kuyucuklarina streptavidin-HRP ¢ozeltisinden 50pul
eklenerek plate tizeri membran ile 6rtiildii ve 60 dakika 37 °C’de isiktan uzak bir
ortamda inkiibe edildi.

7-Yikama cozeltisi ile plate 5 kez yikandi.

8-Renk gelismesi igin, kromojenik reaktif A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser pl eklenerek
plate iizeri membran ile ortiiliip 10 dakika 37 °C’de 1siktan uzak bir ortamda inkiibe
edildi.

9-Inkiibasyon sonrasi platenin biitiin kuyucuklarina HCI (hidroklarik asit) iceren stop
cozeltisi eklenerek renk degisiminin inhibisyonu saglandi ve 10 dakika igerisinde 450

nm dalga boyunda standart ve 6rneklerin optik dansitesi tespit edildi.

3.7.4. Hesaplama

Kor kuyucuklar sifir kabul edilerek, standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari
ve optik dansiteleri ile grafik cizilerek, kit prospektiisiinde tanimlandigi sekliyle
dogrusal bir grafik elde edildi. Serum Orneklerinin optik dansiteleri de bu grafige

yerlestirilerek UCH-L1 konsantrasyonlar1 hesaplandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. UCH-L1 standart grafigi

Kullanilan kitin 6l¢iim arahg ve hassasiyeti

CV(%) = SD/meanX100
Intra-Assay: CV<10%
Inter-Assay: CV<12%

Paket boyutu : 96°lik plate.
Kit $mrii ve Depolama : 2-8 °C’de 6 ay, -20 °C de 12 ay
Olgiim Aralig1 : 0.1 ng/ml—38 ng/ml.

Olgiim Hassasiyeti : 0.05 ng/ml.

3.8. Serumda Nogo-A Ol¢iimii

3.8.1. Kullanilan Kitin icerigi

1- Nogo-A monoklonal antikoru ile kaplanmis 96’lik plate
2- Standart Cozeltisi (320 pg/mL-0.5mlx1)

3- Streptavidin-Horse Radish Peroksidaz Cozeltisi (6mlx1)
4- Stop Cozeltisi (6mlx1)

5- kromojenik reaktif A (6mlx1)

33
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6- kromojenik reaktif B (6mlx1)

7- Biotinle isaretlenmis anti Nogo-A antikoru (1mlx1)
8- Standart seyreltik ¢ozeltisi (3mlx1)
9- Yikama Cozeltisi (20mlx30)x1

3.8.2. Nogo-A ol¢iimiiniin prensibi

Bu kit (SHANGHAI YEHUA Biological Technology, Katalog No:
YHBO0304Hu) insana ait biyolojik sivi Orneklerinde Nogo-A konsantrasyonlarini
O0lgmek icin c¢ift bagh antikor sandivi¢ yOntemini esas alan enzim bagl
immunosorbent 6l¢timiidiir. Nogo-A igeren 6rnekler, Nogo-A monoklonal antikoru
ile kaplanmis plate kuyucuklarina eklenerek inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
biyotinle isaretlenmis Nogo-A antikoru ve streptavidin-HRP ¢ozeltisi ile immune
kompleks olusturulur. Baglanmamis enzimler ortamdan yikama sayesinde
temizlenerek, A ve B renk substrat1 eklenir. C6zelti mavi renkten sar1 renge doniistir.

Cozeltinin renk siddeti, 6rneklerdeki Nogo-A konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
3.8.3. Ol¢iim prosediirii

1-Standart stok ¢ozeltisi (320 pg/mL), standart seyreltik ¢ozeltisi kullanilarak belli
konsantrasyonlarda (160 pg/mL-80 pg/mL-40 pg/mL-20 pg/mL-10 pg/mL) seyreltildi.
2-Kor kuyucuklarina herhangi bir ekleme yapilmadi.

3-Stantardlar standart kuyucuklarina azalan konsantrasyonlarda 50ul eklendi.

4-Serum Orneklerinden 40ul eklendi.

5-Serum orneklerinin oldugu kuyucuklara 10 ul Nogo-A antikorundan eklendi.
6-Standart ve serum Ornek kuyucuklarina streptavidin-HRP ¢ozeltisinden 50ul
eklenerek plate iizeri membran ile ortiildii ve 60 dakika 37 C’de 1siktan uzak bir
ortamda inkiibe edildi.

7-Yikama ¢ozeltisi ile plate 5 kez yikand.

8-Renk gelismesi icin, kromojenik reaktif A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser ul eklenerek
plate lizeri membran ile ortiiliip 10 dakika 37 %C’de 1g1ktan uzak bir ortamda inkiibe

edildi.
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9-Inkiibasyon sonrasi platenin biitiin kuyucuklarma HCI (hidroklorik asit ) iceren

stop cozeltisi eklenerek renk degisiminin inhibisyonu saglanir ve 10 dakika icerisinde

450 nm dalga boyunda standart ve 6rneklerin optik dansitesi tespit edildi.
3.8.4. Hesaplama

Kor kuyucuklart sifir kabul edilerek, standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari
ve optik dansiteleri ile grafik ¢izilerek, kit prospektiisiinde tanimlandigi sekliyle

dogrusal bir grafik elde edildi. Serum Orneklerinin optik dansiteleri de bu grafige

yerlestirilerek Nogo-A konsantrasyonlar1 hesaplandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. Nogo-A standart grafigi

Kullanilan kitin 6l¢iim aralig: ve hassasiyeti

CV(%) = SD/meanX100
Intra-Assay: CV<10%
Inter-Assay: CV<12%

Paket Boyutu : 96°lik plate.
Kit 3mrii ve Depolama : 2-8 °C’de 6 ay, -20 °C de 12 ay
Olgiim Aralig1 : 1 pg/ml-300 pg/ml.

Olgiim Hassasiyeti : 1 pg/ml
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3.9. Serumda GFAP Olciimii

3.9.1. Kullanilan Kitin icerigi

1) GFAP monoklonal antikoru ile kaplanmis 96’lik plate
2) Standart Cozeltisi (20 ng/mL-0.5mlx1)

3) Streptavidin-Horse Radish Peroksidaz Cozeltisi (6mlx1)
4) Stop Cozeltisi (6mlx1)

5) Kromojenik reaktif A (6mlx1)

6) Kromojenik reaktif B (6mlx1)

7) Biotinle igsaretlenmis anti GFAP antikoru (1mlx1)

8) Standart seyreltik ¢ozeltisi (3mlx1)

9) Yikama Cozeltisi (20m1x30)x1

3.9.2. GFAP é6l¢iimiiniin prensibi

Bu kit (SHANGHAI YEHUA Biological Technology, Katalog
No:YHB1327Hu insana ait biyolojik sivi orneklerinde GFAP konsantrasyonlarini
O0lcmek icin ¢ift bagli antikor sandivic yoOntemini esas alan enzim bagh
immunosorbent 6lgiimiidiir. GFAP igeren 6rnekler, GFAP monoklonal antikoru ile
kaplanmis plate kuyucuklarina eklenerek inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
biyotinle isaretlenmis GFAP antikoru ve streptavidin-HRP c¢ozeltisi ile immune
kompleks olusturulur. Baglanmamis enzimler ortamdan yikama sayesinde
temizlenerek, A ve B renk substrati eklenir. C6zelti rengi mavi renkten sar1 renge
doniisiir. Orneklerdeki renk siddeti, drneklerdeki GFAP konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

3.9.3. Ol¢iim prosediirii

1-Standart stok ¢ozelti (20 ng/mL), standart seyreltik ¢ozeltisi kullanilarak belli
konsantrasyonlarda (20 ng/mL-10 ng/mL-5 ng/mL-2,5 ng/mL-1,25 ng/mL) seyreltildi.
2-Kor kuyucuklarina herhangi bir ekleme yapilmadi.

3-Standartlar standart kuyucuklarina azalan konsantrasyonlarda 50ul eklendi.



37
4-Serum Orneklerinden 40ul eklendi.

5-Serum orneklerinin oldugu kuyucuklara 10 ul GFAP antikorundan eklendi.
6-Standart ve serum Ornek kuyucuklarina streptavidin-HRP ¢o6zeltisinden 50ul
eklenerek plate iizeri membran ile 6rtiildii ve 60 dakika 37 °C’de isiktan uzak bir
ortamda inkiibe edildi.

7-Yikama ¢ozeltisi ile plate 5 kez yikandi.

8-Renk gelismesi i¢in, kromojenik reaktif A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser ul eklenerek
plate iizeri membran ile 6rtiiliip 10 dakika 37 °C’de 1siktan uzak bir ortamda inkiibe
edildi.

O-Inkiibasyon sonrasi platenin biitiin kuyucuklarina HCI (hidroklorik asit) iceren stop
cozeltisi eklenerek renk degisiminin inhibisyonu saglanir ve 10 dakika igerisinde 450

nm dalga boyunda standart ve drneklerin optik dansitesi tespit edildi.

3.9.4. Hesaplama

Kor kuyucuklart sifir kabul edilerek, standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari
ve optik dansiteleri ile grafik ¢izilerek, kit prospektiisiinde tanimlandigi sekliyle
dogrusal bir grafik elde edildi. Serum orneklerinin optik dansiteleri de bu grafige

yerlestirilerek GFAP konsantrasyonlari hesaplandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4. GFAP standart grafigi

Kullanilan kitin 6l¢iim aralig: ve hassasiyeti

CV(%) = SD/meanX100
Intra-Assay: CV<10%
Inter-Assay: CV<12%

Paket boyutu : 96°lik plate
Kit 6mrii ve Depolama : 2-8 °C’de 6 ay, -20 °C de 12 ay
Olgiim Aralig1 : 5 pg/ml—2000 pg/ml.

Olgiim Hassasiyeti : 2.48 pg/ml.

3.10. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistikler

Tim istatistik analizler SPSS 17.0 programi kullanilarak analiz edilmistir.
Sonuglar kategorikal degiskenler i¢in ylizde degerler olarak, siirekli degiskenler i¢in
ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Demografik ve klinik 6zelliklere ait tek
degiskenli verilerin karsilastirilmas1 i¢in Ki-Kare testi, siirekli degiskenlerin
karsilagtirilmast igin Mann-Whitney U testi kullanildi. Korelasyon analizi igin

Spearman Korelasyon analizi kullanild. Istatistiksel anlamlilik 0.05 olarak belirlendi.



39
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

6-15 yas aras1 herhangi bir psikiyatrik bozuklugu ve gelisimsel gecikmesi
olmayanl5 kiz (%50,0) ve 15 erkek (%50,0) olmak iizere toplam 30 gocuk kontrol
grubu olarak ¢aligmamiza dahil edilmistir. DEHB grubuna 14 kiz (%46,7) ve 16 erkek
(%353,3) olmak tizere toplam 30 ¢ocuk dahil edilmistir.

Calismaya katilan kontrol grubundaki ¢ocuklarin yas ortalamasi (8,48+1,44 yil)
iken, DEHB grubunun yas ortalamasi (8,92+2,20 yil) olarak bulunmustur. Calismaya
katilan DEHB grubundaki ¢ocuklara stroop testi uyguladi ve ortalamasi (23,85+9,70)
olarak bulundu. DEHB bozuklugu grubunun dikkat diizeyi ebeveyne gore 17.7+4.3 iken
Ogretmene gore 16.4+5.0 olarak bulunmustur. DEHB grubunun hiperaktivite ve
impulsivite diizeyleri incelendigi zaman, ebeveyne gore 12.848.6 iken 0gretmene gore
13.5+5.5 olarak bulunmustur. DEHB grubunun karsit gelme diizeyleri incelendigi
zaman, ebeveyne gore 9.8+7.7 iken 6gretmene gore 10.3+7.1 olarak bulunmustur (Tablo
4.1).

Tablo 4. 1. Kontrol ve DEHB gurubuna ait temel karakteristikler

Parametereler Kontrol Grubu DEHB Grubu p
(n=30) (n=30)
Cinsiyet (K/E) 15/15 14/16 P>0,05
Yas  (Yil) 8,48+1,44 8,92+2.20 P>0,05
Girisim Etkisi - 23,85+9,70 -
Dikkat - 17.7+4.3F 16.445.0° -
Hiperaktivite ve Impulsivite - 12.8+8.6" 13.5+5.5° -
Karsit Gelme - 9.8+7.7% 10.3+7.1° -

T-DSM-IV-S: Turgay DSM-IV Based Child and Adolescent Behavior Disorders Screening and Rating
Scale. F: Female, M: Male. E: Ebeveyne Gore / O: Ogretmene Gére. Veriler siirekli degiskenler igin

ortalamaz+standart sapma, digerleri yiizdelik dilimler gseklinde gosterilmistir
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4.1. TDP-43 ve UCH-L1 Olgiimiiniin Bulgu ve Sonuclar

Calismamizda kontrol grubu ile DEHB grubunun, TDP-43 diizeyleri agisindan
karsilastirilmast sonucunda; DEHB grubunun TDP-43 diizeylerinin 840,23 (597,5-
3432,3) kontrol grubu TDP-43 diizeylerine gore 770,8 (114,6-1293,2) istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek (p=0,022) oldugu bulunmustur (Tablo 4.2; Sekil 4.1).
Benzer sekilde, ¢alismamizda kontrol grubu ile DEHB grubunun, UCH-L1 diizeyleri
acisindan karsilastirilmast sonucunda; DEHB grubunun UCH-L1 diizeylerinin 7.46
(3,97-30,2) kontrol grubu UCH-L1 diizeylerine gore 4.97(2,90-12,0) istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek (p<0,001) oldugu bulunmustur (Tablo 4.2; Sekil 4.2).

Tablo 4. 2. Kontrol ve DEHB grubuna ait biyokimyasal degerler

Kontrol Grubu DEHB Grubu P
N 30 30
TDP-43 (ng/L) 770,8 (114,6-1293,2) 840,23 (597,5-3432,3) P=0,022
UCH-L1 (ng/mL) 4.97(2,90-12,0) 7.46 (3,97-30,2) P<0,001
Nogo-A (pg/mL) 47,5(9,85-71,4) 64,0(13,5-120) P=0,041
GFAP  (pg/mL) 428,50(175,0-708,5) 629,0(371,5-1724,0)  P<0,001

Veriler siirekli degiskenler i¢in ortalamatstandart sapma seklinde gosterilmistir.

Ubikuitin proteozom sistemin norodejenerasyonundaki varligi, ubikuitinasyon
agregatlarinin varlig1 ile birgok hastalikta kanitlanmistir. Bununla birlikte TDP-43
agregasyonu ubikuitin proteozom sistemi ve otofaji araciligi ile parcalanabildigi
goriilmiistiir (Brady ve ark., 2011). Diger taraftan, Fredriksson ve ark. beyin
hiicrelerinin bolgesel dejenerasyonunun DEHB ile iligkili oldugunu goéstermislerdir.
Dahasi Fredriksson ve ark. boyle dejenerasyonlarin; duygusal semptomlar, karar verme
siirect kisa siireli hafiza davranigsal engellenme gibi durumlarla iliskili oldugu da
gostermiglerdir (Fredriksson ve ark., 2004). Ubikuitin proteozom sistem yanlis
katlanmig, hasara ugramis ve asir1 liretilmis proteinlerin hiicreden temizlenmesi yoluyla
sanki bir hiicrenin kalite kontrol sistemi gibi ¢alismakta oldugu ve bu sistemin birgok
rahatsizlikla da baglantili oldugu bulunmustur. UCH-L1, ubikuitinasyon siirecinde rol
alan ve yanlis katlanmis oksidasyona ugramis normal ve patolojik durumlardaki

proteinlerin yok edilmesinde rol almaktadir (Sultana ve Perluigi, 2006). UCH-L1
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insanlardaki norodejeneratif hastaliklarla sorumlu tutulmaktadir ve son yillarda

yapilan ¢alismalar travmatik beyin hasari, iskemi, ve subaraknoit kanama gibi insan ve
hayvan calismalarinda serebrospinal siv1 igindeki varligi gosterilmistir (Brophy ve ark.,
2011; Lewis ve ark., 2010; Liu ve ark., 2009; Papa ve ark., 2010; Svetlov ve ark., 2010)

Bizim c¢alismamizda TDP-43 ve UCH-L1 molekiillerinin temel olarak
ekstraselliiler bosluga serbestlestirildigi ve DEHB’li olan ¢ocuklarin serumlarinda tespit
edilebilecegi gosterilmistir. DEHB tanisi alan ¢ocuklarda, serum diizeyleri artmis olan
TDP-43 ve UCH-L1 seviyelerinin tam olarak nedenini anlamak belki miimkiin degildir.
Ancak DEHB tanisi alan bu ¢oguklarda ubikuitinasyon siirecindeki ve protein TDP-
434n patalojisindeki bir degisikligin belirtisi oldugu one siiriilebilir. Daha o6nceki
caligmalarda TDP-43 proteininin serebrospinal sividaki ve plazmadaki rolii, amyotrofik
laterel siklerozis ve frontotemporal bunama rahatsizlig1 olan kisilerde bir biyomarkir
olarak incelenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir (Foulds ve ark., 2008; Kasai ve ark.,
2009). Esther ve ark. ALS‘li hastalarda TDP-43 plazma diizeylerinin istastistiksel
olarak anlaml diizeyde artigin1 gostermislerdir. Ayrica Esther ve arkadaglari bu sonugla
birlikte, TDP-43‘ln plazma diizeylerinin ALS hastalar1 ic¢in potansiyel markir

olabilecegini ifade etmislerdir (Verstraete ve ark., 2012).
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Sekil 4. 1. Kontrol grubu ile DEHB grubu TDP-43 diizeylerinin karsilagtiriimasi
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Julio ve ark. ise TDP-43 proteinopatisinin davranigsal eksiklikle iliski

oldugunu, kavramayi, sosyal etkilesimi ve motor gelisimin bozulmasina neden
oldugunu gostermislerdir. Ve bu sonuglar neticesinde julio ve ark. nérodejenerasyonun
farelerdeki davranigsal mekanizmay1 etkiledigini belirtmislerdir (Alfieri ve ark., 2014).
Fareler iizerinde yapilan diger calismalarda TDP-43 molekiilii ile iligkili olarak
davranigsal degisikliklerin ve muhakeme ve kavrama yeteneginin degistigini
gostermislerdir (Tsai ve ark., 2010; Swarup ve ark., 2011;Caccamo ve Majumder,
2012). Bu agidan diisiiniildiiglinde ¢alisma bulgularimizda elde edilen serum TDP-43 ve
UCH-L1 diizeylerinin farkli hasta gruplarinda yapilan onceki ¢alismalarla uyumlu
oldugu giiriilmekte ve bu molekiillerin DEHB tanisi alan g¢ocuklardaki serum
diizeylerinin tespit edilebilecegi anlasilmaktadir. Bu sebeple biz TDP-43 ve UCH-L1
seviyelerinin DEHB’nin erken asamalarinda artmis olabilecegini soyleyebiliriz. TDP-43
ve UCH-L1 molekiil diizeylerindeki bu degisikligin DEHB’deki ubikuitinasyon

stireclerinde bir bozulmanin meydana geldiginin bir kanit1 olabilir.
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Sekil 4. 2. Kontrol grubu ile DEHB grubu UCH-L1 diizeylerinin karsilastirilmasi

4.2. Nogo-A ve GFAP Ol¢iimiiniin Bulgu ve Sonuclari

Calismamizin kontrol grubu ile DEHB grubu Nogo-A diizeyleri agisindan
karsilastirilmasi sonucunda, DEHB grubu Nogo-A diizeylerinin 64,0(13,5-120) kontrol
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grubu Nogo-A diizeylerine gore 47,5(9,85-71,4) istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu bulunmustur (P=0,041; Tablo 4.2; Sekil 4.3).

Kontrol grubu ile DEHB grubu, GFAP diizeyleri agisindan karsilastirilinca,
DEHB grubu GFAP diizeylerinin 629,0(371,5-1724,0)) kontrol grubu GFAP
diizeylerine gore 428,50(175,0-708,5) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
(p<0,001) oldugu bulunmustur (Tablo 4.2; Sekil 4.4).

Stabil mikroglial aktivasyonun akson baglanti kaybin1 6nemli diizeyde
engelledigi gosterilmistir. Ruhsal bozukluklari arastiran postmortem histopatolojik
caligmalar prefrontal korteksin bircok bolgesinde bulunan glial hiicredeki morfolojik
bozukluklar1 énemli 6l¢iide kanitlamistir (Rajkowska ve ark., 1998;Ongiir ve Drevets,
1998). Diger taraftan DEHB, prefrontal korteksteki dopamin transportunun
disfonksiyonu ile iligkilendirilmistir (Bymaster ve ark., 2002; Krause ve ark., 2000). Bu
acidan bakildiginda mikro glial aktivasyonun DEHB’de rol aldig1 soylenebilir (Kern JK
ve ark., 2015; Mitchell RH ve Goldstein, 2014).

Bu sebeble ¢alismamizda GFAP serum seviyelerinin DEHB’deki diizeylerinin
degisebilecegi hipotezini inceledik. Ve gercekten hipotezimizin dogrulugu kanitlanmis
oldu. Bu calismada GFAP seviyeleri DEHB tanisi olan gocuklarda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Shim ve ark.
DEHB’li hastalarin, plazma glial hiicre kaynakli norotrofik faktor diizeylerinin kontrol
gruplarina gore yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ayrica glial hiicre kaynakli norotrofik
faktor diizeylerinin DEHB tanis1 alan hastalardaki dikkat, hiperaktivite, stroop total
skoru ile pozitif korelasyon gosterdigini bulmuslardir (Shim ve ark., 2015).

Oades ve arkadaslar1 serum S100B (glial fonksiyon biitlinliigiiniin bir markir1)
diizeylerindeki degismenin DEHB’deki noéronal aktivitenin enerji kaynagindaki
bozuklugun ve disfonksiyonunun bir aynasi olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Oades ve
ark., 2010). Oades ve arkadaslar1 S100B diizeylerinin DEHB’de bir azalma egiliminde
oldugunu bulmuslardir. Oades ve ark. ayrica glial fonksiyonun diger markirlarinin da
DEHB’li hastalarda incelenmesi gerektigini 6ne siirmiislerdir (Shim ve ark., 2015 ;
Oades ve ark., 2010).

S100B ve GFAP o6zellikle beyin yaralanmalarindaki astroglial plastisitenin bir
markirt olarak kulanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda, oades ve ark.’nmin S100B
sonuglarindan farkli olarak GFAP diizeyleri DEHB tanisi alan ¢ocuklarda istatistiksel
olarak dnemli diizeyde yiiksek bulunmustur. SI00B ve GFAP’1n astroglial plastisite de

kulanilan markirlar olmasina ragmen ikisininde aym1 yonde yada zamanda degismek
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zorunda olmadigida bildirilmistir (Batassini ve ark., 2015). Onemli olarak sunu da

ifade etmek gerekirki, GFAP, astrositik siire¢ igerisindeki intermedit flament
genislemesinden ve birlesmesinden sorumlu tutuldugu igin reaktif gliozisteki
kalinlasmis ve genislemis astrostatik siireclerin olusmasinda GFAP’in tetiklenmesinin
cok onemli oldugu ve kritik olduguna inanilmaktadir. Astroglial aktivasyonunun hizli
GFAP sentezine de yol actifi gosterilmistir (Eng ve ark., 2000). Bu sebeble
calismamizda tespit edilen GFAP diizeylerindeki artisin bu ¢ocuklardaki mikro glial ve

astroglial aktivasyonun bir sonucu oldugu soylenebilir.

120 =

100 =

J

40 7

1

207 17
T

Nogo-A (pg/ml)

I
Kontrol Grubu DEHE Grubu

Sekil 4. 3. Kontrol grubu ile DEHB grubu Nogo-A diizeylerinin karsilastirilmasi

Miyelin igerisinde bulunan ve aksonal biiyiimeyi inhibe eden bazi faktorler
bulunmaktadir. Bu faktérlere inhibitér denir. Bu faktorlere, Nogo-A (Hsieh ve ark.,
2006) ve oligodentrosit miyelin glikoprotein 6rnek verilebilir (Wang ve ark., 2002). Ek
olarak aksonal yeniden olusumun aksakligi néronal bliylimeyi engelleyen glial kusurun
(patofizyolojinin) varligindan da kaynaklanabilir. GFAP spesifik olarak glial scar’in ana
komponentini olusturan astrositlerde eksprese edilmektedir. Miyelin beyaz maddenin
onemli bir bilesenidir ve beyaz madde hacminin azalmast DEHB’de rapor edilmistir
(Yiu ve He, 2006; Fitch ve Silver, 2008; Durston ve ark., 2009; Valera ve ark., 2007).
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Bununla birlikte artmis GFAP ve Nogo-A eksperesyonu kemirgenlerdeki merkezi

sinir sistemi ve periferal  sinir sisteminin  deneysel yaralanma modelleriyle
gosterilmistir (Brenneman ve ark., 2008; Wang ve Yao., 2006; Stichel ve Miiller, 1998).
Dahasi Liu ve ark. Nogo-A ve GFAP eksperesyonunun inhibe edilmesiyle tramvatik
beyin hasar1 sonrasinda progesteronun néroproteksiyonu artirdigini géstermektedir (Liu
ve ark., 2014). Bu bilgiler Nogo-A ve GFAP’1n birlikte hareket ettigini ya da GFAP ve
Nogo-A arasindaki potansiyel sinerjinin bir gostergesi olabilir. Bu bulgular, GFAP ve
Nogo-A’nin serum diizeylerinin DEHB‘de incelemesinin ne kadar uygun oldugunun bir
gostergesidir.

Farkli hasta gruplan ile yapilan 6nceki c¢alismalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda DEHB grubunda incelenmemis olan Nogo-A ve GFAP ‘in diizeylerindeki
artmanin varhigr gosterilmistir. Nogo-A protein ekspresyonu engellenmis ratlar;
davranigsal stabilite, kisa stireli hafizada bozukluklar, referans davranislarin
yonetiminde problemler gibi davranigsal anormallikler sergilemektedir (Tews B ve
ark., 2013;Willi R ve ark., 2009; Weinmann ve ark., 2010). Bu a¢idan diisiiniildiigiinde
serum Nogo-A seviyelerinin DEHB tanis1 alan gocuklardaki degisikligi; Nogo-A ve
davranigsal anormallikler iliskisinin bir kanit1 olabilir. Bu diisiincemiz ¢alismamizin
diger bir bulgusu ile desteklenmektedir. Ciinkii bizim ¢alismamizin en 6nemli bulgusu
Nogo-A serum diizeyleri ve farkli hemodinamik sag dorsolateral prefrontal kortekste
olusan stroop interferansi ile iliskili bulunmustur (Van Mourik ve ark., 2005; Schwartz
ve Verhaeghen, 2008).

Moser ve ark. yaptiklari ¢aligmalarinda foton emisyonu ile bilgisayarlanmisg
tomografi yonteminde DEHB tanis1 alan hastalarin dorsolateral prefrontal korteksinin
dinlenme sirasinda serebral kan akimindaki azalmay1 gostermislerdir (Spalletta ve ark.,
2001). Daha da ilginci Enkel ve arkadaslari Nogo-A‘nin ratlardaki eksikliginde ortaya
citkan davranigsal profili, motivasyon ve duyarlibik agisindan genisleterek
monoaminlerden dopamin ve seretoninin preferantal korteks dorsal sitriatum ve
niikleus akkumbensteki konsantrasyonlarini tespit etmislerdir (Enkel ve ark., 2014).
Kalict DEHB medial prefrontal korteksin sabitlesmis diistincelerdeki karakterizasyonu
ile DEHB’de prefrontal korteksin bozuklugunu ortaya koymaktadir (Proal ve ark.,
2011; Shaw ve ark., 2006).

Literatiir bu acgidan diisiiniildiigii zaman Nogo-A ve stroop interferansinin her

ikisinin de preforantal korteks ile iliskili oldugu one siiriilebilir. Bu bilgiler bize Nogo-A
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diizeylerinin stroop interferans etkisinin DEHB‘deki iliskisini ortaya koyabilir. Sonug

olarak artmis Nogo-A seviyeleri DEHB‘li ¢ocuklarda noroplastisit siire¢lerin ve bu

siireclerden onceki bir yliksekligin isareti olabilir.
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Sekil 4. 1. Kontrol grubu ile DEHB grubu GFAP diizeylerinin karsilastiriimasi



47

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

1-

Bu galigmada TDP-43 ve UCH-L1 molekiillerinin temel olarak ekstraselliiler
bosluga serbestlestirildigi ve DEHB tanisi alan ¢oguklarin serumlarinda tespit
edilebilecegi gosterilmistir.

TDP-43 ve UCH-L1 serum diizeylerinin DEHB tanis1 alan cocuklarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur.

TDP-43 ve UCH-LI1 seviyelerinin DEHB’nin erken asamalarinda artmis
olabilecegi sdylenebilir.

TDP-43 ve UCH-L1 molekiil diizeylerindeki bu degisiklik DEHB’deki
ubikuitinasyon siire¢lerinde meydana gelen bozulmanin bir kanit olabilir.

Farkli hasta gruplari ile yapilan 6nceki ¢aligmalarla uyumlu olarak bizim
caligmamizda daha 6nce DEHB grubunda incelenmemis olan Nogo-A ve
GFAP molekiillerinin serumdaki varlig1 gosterilmistir.

Calismamizda bulunan GFAP diizeylerindeki artisin bu ¢ocuklardaki mikro
glial ve astroglial aktivasyonun bir sonucu oldugu sdylenebilir.

Calismamizda bulunan Nogo-A serum diizeylerindeki bu artisin DEHB tanisi
alan ¢ocuklardaki davranis anomalileri ile iligkili olabilecegi sOylenebilir.

5.2. Oneriler

1-

Biitgemizdeki kisithliktan dolayr calismaya dahil ettigimiz katilimci sayisi
bulgularimizin kesin bir sonu¢ ortaya koymasina izin vermemektedir. Bu
sebeple daha fazla sayida katilimcinin yer alacagi sonraki ¢alismalar ile bu
molekiillerin DEHB’deki roliiniin anlagilacagi kanaatindeyiz.

DEHB tanisi1 alan ¢ocuklarda, serum diizeyleri artmis olan TDP-43 ve UCH-
L1 seviyelerinin bu ¢oguklarda ubikuitinasyon siirecindeki ve protein TDP-
43‘lin patalojisinin belirtisi oldugu 6ne siiriilebilir. Ancak GFAP, Nogo-A,
TDP-43 ve UCH-L1 molekiillerinin BOS ve sereprospinal sivi diizeylerininde
bulunmasinin, bu molekiillerin DEHB’de roliinii anlamada 6nemli olacagini
diistinmekteyiz.
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