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II. KISALTMALAR VE SIMGELER

AKG: Arka Kok Gangliyonu

MS: Multiple Skleroz

NB2a: Noroblastoma Hiicre Dizini
TTX: Tetrodotoksin

ALS: Amiyotrofik Lateral Skleroz
SOD: Siiperoksid Dismutaz

AH: Alzheimer hastalig

HKB: Hafif Kognitif Bozukluk

APP: Amiloid Onciil Proteini
NMDA: N-Metil-D-Aspartat

PH: Parkinson Hastalig1

EMG: Elektromiyografi

EEG: Elektroensefalografi

NCV: Sinir iletim Hiz1

SCA: Spinoserebellar Ataksi

MR: Manyetik Rezonans Goériintiileme
FA: Friedreich Ataksisi

KBD: Kortikobazal Dejenerasyon
TNF: Timdr Nekroz Faktor

ER: Endoplazmik Retikulum

MDA: Malondialdehit

CAT: Katalaz

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz
G6PDH: Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz
GR: Glutatyon Rediiktaz

SV2A: Sinaptik Vezikiil Proteini 2A
IV: Intravenoz

GABA: Gamma-aminobiitirik Asit
SE: Status Epileptikus

HIiBH: Hipoksik iskemik Beyin Hasar1



MES: Maximal Elektrosok

PTZ: Pentilentetrazol

NTA: Noropati Target Esteraz

NTT: Norotoksisite Tarama Testi

MTT: 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
PBS: Phosphate-buffered Saline

ANOVA: Tek Yonlii Varyans Analizi

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

HH: Huntington Hastalig1

FTD: Frontotemporal Demanslar

TdT: Terminal deoksiniikleotidil transferaz
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1. OZET

Tezin Bash@i: Rapamisin’in Fare Noroblastoma (NB2A) Hiicre Kiiltiirii
Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrencinin adi: Ece Nur KAYA

Damisman: Prof. Dr. Kamil VURAL

Anabilim Dali: Farmakoloji Anabilim Dal1

Amag: Bu projenin amacit bir mTOR inhibitorii olan Rapamisin adli etken
maddenin fare noroblastoma hiicre dizininde (NB2A) nérotoksik veya ndroprotektif
etkilerinin aragtirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Rapamisin’in olast norotoksik etkileri fare
noroblastoma hiicre (NB2A) dizininde arastirildi. Hiicreler flask iginde DMEM
eklenerek etiivde gogaltildilar. Rapamisin, stok ¢ozelti kullanilmadan énce DMSO
igerisinde ¢ozildii ve medyum ile seyreltildi. CellTiter-Glo® luminesans hiicre
canliligl Ol¢iim yontemi, kullanilarak doz yanit egrisi olusturuldu. 1. giin, tiim
kuyucuklara NB2A hiicresi konularak 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra ilk
tic kuyucuk hari¢ kalan tiim kuyucuklardaki medyum ¢ekilerek farklilasma medyumu
eklendi. Farklilasma medyumu iceren kuyucuklarin ilk iicii hari¢ (+ kontrol),
digerlerine farkli konsantrasyonlarda Rapamisin konuldu. Hiicreler inkiibe edildi ve
1 giin bekletildi. Daha sonra ¢ukurlar Coomassie Blue ile boyandi ve image analiz
programi  kullanarak  Ol¢limler  gerceklestirildi. Hiicre  proliferasyonunun
degerlendirilmesi amaciyla MTT ve Rapamisin’nin néron kiiltiiri iizerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla klorprifos 25 uM konsantrasyonlarda eklenerek NTT
testi yapild. Istatistiksel analizler gerceklestirildi ve p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak
secildi.

Bulgular: NTT testinde anlamli olmayan norit uzamasi, MTT testinde ise
anlaml hiicre proliferasyonu azalmasi gozlendi. Norotoksik etkili klorprifos ile de
NB2A hiicrelerinde istatiksel olarak doza bagli bir sekilde azalma gozlemlendi.

Sonuclar: Rapamisin adli etken maddemizin ndrotoksik oldugu, néronal
harabiyet ve Oliime sebebiyet verebilecegi anlagilmigtir. Fakat kullandigimiz hiicre
kiiltiriiniin ~ kanser hiicrelerinden olusmasindan dolay1 antikanserojen etki

gosterebilecegi diigiiniilmiistiir.
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Anahtar Kelimeler: Rapamisin, fare, noroblastoma, hiicre kiiltiirii, mTOR,
MTT, NTT, Klorprifos, ndrotoksisite, ndron, nérodejeneretif hastaliklar

Title: Investigation of the Effects of Rapamisin on Mouse Neuroblastoma
(NB2A) Cell Culture

Student: Ece Nur KAYA

Advisor: Prof. Kamil VURAL, MD

Department: Pharmacology Dept.

2. ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to investigate the neurotoxic or neuroprotective
effects of an active substance called Rapamycin, which is an mTOR inhibitor, in
mouse neuroblastoma cell line (NB2A).

Material and Methods: In present study, the possible neurotoxic effects of
Rapamycin were investigated in mouse neuroblastoma cell (NB2A) array. Cells were
cultivated in an incubator by adding DMEM in a flask. Rapamycin was dissolved in
DMSO and diluted with medium before using the stock solution. A dose response
curve was generated using the CellTiter-Glo® luminescence cell viability
measurement method. On day 1, NB2A cells were added to all wells and incubated
for 24 hours. After 24 hours, the medium was withdrawn from all the wells and
except the first three wells and the differentiation medium was added. Except for the
first three (+ control) wells containing differentiation medium, the others were
loaded with Rapamycin at different concentrations. Cells were incubated for 1 day.
Then the wells were stained with Coomassie Blue and measurements were made
using an image analysis program. In order to investigate the effects of Rapamycin on
the cell proliferation and neurotoxicity, MTT and NTT tests were performed by
adding chlorpyrifos at 25 uM concentrations. Statistical analyzes were performed
and p<0.05 was chosen as the significance level.

Findings: In the NTT test, neurite prolongation was not significant, and in the
MTT test, significant cell proliferation reduction was observed. A dose-dependent
decrease in NB2A cells was also observed with neurotoxic chlorpyrifos.

Results: It has been shown that our active ingredient, rapamycin, is neurotoxic

and can cause neuronal damage and death. However, since the cell culture we used is



composed of cancer cells, it was thought that it might have an anticarcinogenic
effect.
Keywords: Rapamycin, mouse, neuroblastoma, cell culture, mTOR, MTT,

NTT, Chlorpyrifos, neurotoxicity, neuron, neurodegenerative diseases.



3. GIRIS VE AMAC

Sinir bilim hastaliklari, néronlarin kaybi ile olusan ve sonucunda SSS islevinin
bozulmasina neden olan bir hastalik grubudur. Bu grup hastaliklardan en fazla
goriilme siklig1 olan Alzheimer hastaligidir. Bu tip hastaliklarin tedavisi genellikle
semptomatiktir ve kisa bir siireligine semptomlar giderilir. Ancak hastaligin
progresyonu devam eder. Son yillarda bu hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar
aranmaktadir. Ik olarak antifungal etkisiyle kullanilan Rapamisin daha sonra
bagisiklik sistemini baskilayici ve antitimor etkisi kesfedilmistir. Giiniimiizde
antifungal olarak kullanilmasa da Rapamisin ve analoglari, organ naklinde doku
reddini 6nlemek i¢in, renal kanser tedavisinde monoterapi olarak kullanimi FDA
tarafindan onaylanmustir.

Bu calismada temel olarak Rapamisin’in fare ndroblastoma hiicrelerinde (NB2a)
norotoksisite taramasiyla, nérotoksik veya noroprotektif etkilerini izlemek i¢in uygun
konsantrasyonlarda ndronlardaki degisiklikleri, ireme ve hayatin sonlanmasi gibi
gorevleri, hiicre i¢i olarak incelenmistir. Norotoksisitesi yoksa ndrotoksisitesi bilinen
ve organofosfatli bir insektisit olan klorprifos kullanilarak NB2a hiicrelerinde
norotoksik hasar olusturularak Rapamisin’in bu norotoksisiteyi dnleyici veya geri

dondiiriicii muhtemel etkileri gézlenmeye calisilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Noron (Sinir Hiicresi)

SSS ve periferik SS olmak iizere 2 bolimden meydana gelmektedir. Bu
sistemdeki islevselligi olan hiicrelere sinir hiicresi yani néron denilir. Bu hiicreler de
genel olarak hiicre govdesi, dendritler ve akson ismiyle ti¢ bolimden meydana
gelirler (Keierszenbaum, 2006).

Noronlar diger hiicrelerden farkli birtakim o6zelliklere sahiptir ve yiiksek
miktarlarda polarize haldedirler. Sinyallerin iletilebilmesi i¢in hiicre islevlerine gore
bolimlerden olugmaktadir. Hiicre govdesi hiicre hacminin ¢ok az bir boliimiidiir
buna ragmen nukleus ve organelleri kapsar. Kalan kisim olan dentrit ve aksonlar ise
bu govdeden ¢ikan uzantilardir. Dendritler ince dallara ayrilirlar ve sinaptik bilgileri
iletmek i¢in 6zel yapidadirlar (Sekil 1).

Akson ise elektriksel uyarilart iletir ve hedef kisimla sonlandirmayi yapar.
Elektriksel uyari, kanallar ve pompalar yardimiyla i¢ ve dis anlik iyon degisimleri
sonucunda olugsmaktadir. Noronlarda polarite 6zellikleri uzun siire devam edecek
sekilde ozellesmistir. Sinir hiicreleri gdvdedeki uzantiya gore dort, islevine gore li¢

gesitten olusurlar (Kandel ve ark. 2000).

Sinaptik vezikiil

L Sinaptik yank : =

Aksonal terminal
Ranvier diigiimi

Akson hilusu

Sekil 1: Bir noéronun yapisi (4).



4.1.1. AKG(Arka Kok Gangliyonu) ve PDN(Primer Duyu Noronlari )

Spinal dorsal-ventral kok ve boynuzlardan meydana gelir. arka kok gangliyonu
ise 0n ve arka kokiin bulusmasiyla olusur(Sekil 2.2). AKG periferal duyu liflerini
ihtiva eder. Periferal duyu noronlar1 psédounipolar yapida olup tek aksona sahip
olmas1 ile nadir bir yapidadirlar. Cikan tek akson T seklindedir. Aksonun bir kolu
reseptor yapist meydana getirir. Aksonun Oteki kismi merkezi sistemle alakalidir.
Duyu néronlar isimli bu néronlar duyu sonlanmasiyla olusan bu mesajlar1 merkezi

sinir sistemine iletirler (Sekil 2).

Beyar Madde  Arka Kik Ganghionu Duyu Nironu

Gri Madde \Iml{\\l

VENTRAL

Maotor Noron
Hiiere Gosdes Efcktiir

Sekil 2: Arka kok gangliyonu anatomisi (Weitz, 1998).

Hiicre govdesi metabolik fonksiyonlar1 saglamaktadir. Hiicrenin iginde
endoplazmik retikulum ve onlarin iizerinde de Nissl cisimcikleri vardir. Cekirdegin
icerisinde c¢ekirdekgik ihtiva edilmektedir. Yan yana hiicre govdeleri bir araya
gelerek arka kok gangliyonlarimi meydana getirirler. Bu gangliyon néronlarinin

kiiciik satellit hiicreleri tarafindan etrafi ¢evrilir (Oztiirk, 1999).

4.1.2. Aksonal Tasima

Noronlar polarize haldedirler. Aligverisi aksonlarla ve dentritlerle meydana
getirirler. Fonksiyonlarin olusabilmesi i¢in bu durum gereklidir. Polariteden, bircok
protein ve hiicrenin sitoiskelet elemanlar1 sorumludur (Setou, 2003). Norofilamentler
aksonlara mekanik destek olusturur. Ug béliimden olusan bir heteropolimerdir

(Hoffman ve ark. 1984, Schlaepfer, 1987). Mikrotiibiiller ray seklinde tasima



gerceklestirirler ve hiicre iskeleti yapisimi olustururlar (Stephens ve Edds, 1976,
Schwab ve Thoenen 1977). a, P tiibiilin heterodimerlerinden olusmaktadirlar. Iki

boliimden olusurlar ve bu sayede polarize durumda bulunurlar (Hirokawa, 1998).

4.1.3. Akson Hasan

Periferik sinir sistemi hasarlari mithim gorev kaybina sebep olurlar. Bazen kalict
olarak bazen de noropatik agr1 gibi ikincil sorunlar nedeniyle 6nemli kayiplara neden
olabilirler (Jaquet ve ark. 2001, Rosberg ve ark. 2005).

Sinir hasarlarindan sonra meydana gelen iyilesme ii¢ sekilde olabilir :

a. Hasarli aksonlarin rejenerasyonu ile tekrar innerve olmasi.
b. Hasarsizlarin yeniden innerve hale getirilmesi.
c. Bozulmus fonksiyonlarin tekrar sekillenmesi (Fu ve Gordon, 1997).

Tahribatlar1 sonrasinda kesilmis aksonlarin rejenere olmasi ve baglantilarini
yeniden olusturabilmesi cesitli nedenlere bagli olarak farklilik gosterir (Navarro ve
ark, 2007). 4 cm’den fazla tahribatlarda onarim neredeyse imkansizlasir (Reyes ve
ark. 2005). Periferik ve merkezi sinir sisteminde sinir yaralanmalarinin sonucu
birbiriyle alakalidir (Kaas, 1991, Wall ve ark, 2002). Siyatik sinir yaralanmasindan
sontra AKG’lardaki kiigiikk noronlarin biiyliklere gore daha c¢ok etkilendigi
gbzlenmigtir (Arvidsson ve ark. 1986, Ygge, 1989, Vestergaard ve ark. 1997, Groves

ve ark. 1999, Tandrup ve ark. 2000). Bu sistemde ii¢ adet dejenerasyon vardir.

4.1.4. Waller dejenerasyonu

Waller dejenerasyonu akson ve miyelin kiliflarinin parcalandig: bir siiregtir (Fu
ve Gordon, 1997). Dejenerasyon aksonun proksimal sinir giidiigiiniin kisa bir
segmentinde olusur (Beuche ve Friede, 1986). Dejenerasyonun artiklari Schwann
hiicrelerinin ve makrofajla ile yok edilir (Perry ve Brown, 1992, Stoll ve Muller,
1999).



4.1.5. Aksonal dejenerasyon

Aksonal dejenerasyon, farkli sebeplerle olabilir. Ornegin; sinir travmasi, toksik
sebepler, inme, glokom gibi (Hilliard, 2009). Bu olay bir takim degisiklikler
yapabilir (Coleman, 2005, Conforti ve ark, 2007). Eger hiicre 6lmiigse tekrar eski
hale doniilemez. Hasara sebep olan sikintilar biitiinlik degismeden uzaklastirilirsa,
akson haftalar ya da aylar sonra islevine donebilir (Navarro ve ark, 2007). Fakat
biitiinliik bozulmugsa Waller dejenerasyonu devreye girer (Lunn ve ark, 1989).

Aksonal dejenerasyonu anlamak i¢in en basit sekil aksonlarin
transeksiyonudur. Transeksiyonla beraber en az ii¢ morfolojik faz gozlenir. Akut
dejenerasyon fazinda aksonun proksimal ve distal kokleri akson kesilir kesilmez
etkilenir (Kerschensteiner ve ark, 2005). Ardindan distal aksonun saglam kalan
boliimiiniin elektiriksel aktiviteye devam ettigi latent faz olusur (Tsao ve ark, 1994)
ve yarali kisimdan graniiler dejenerasyon fazi gelisir (Lubinska, 1982, Griffin ve ark,
1995). Bu ardisik olaylar in vitro 12-24 saatte (Glass ve ark, 1993, Araki ve ark
2004, Wang ve ark, 2005), in vivo 24-48 saatte tamamlanir (Lubinska, 1977, George
ve Griffin, 1994). Baz1 kosullar1 farklilastirmak bu siireyi degistirebilir. Ornegin
ortam sicakligim1 azaltmak ve ekstraselliiler kalsiyum diizeylerini diisiirmek gibi
degisiklikler periyodu 6nemli dl¢lide uzatir (George ve ark, 1995, Tsao ve ark, 1999,
Conforti ve ark, 2000).

N-tipi kalsiyum kanal blokoérlerinin 4 giin sonraya kadar akson dejenerasyonunu
onemli Olgiide geciktirdikleri anlagilmistir (George ve Griffin, 1994). Bu olay
aksonal dejenerasyonun olusabilmesi icin hiicre i¢i Ca™ diizeylerinde artisin sart
oldugunu ve bu artigin iyon spesifik kanallar vasitast ile olusugunu belirtmistir.
Ancak hasarli aksona hangi sinyal ile Ca™ girisi saglandig1 belirlenememistir.
Yapilan birtakim caligmalarda enerji azalmasi1 sonucunda NA/K/ATPaz aktivitesinde
diisme veya tetrodotoksin (TTX) duyarli Na kanallarmin sinir hasari sonucu zarar
gbrmesi sebebiyle hiicreye Na™ girisinde artisin olabilecegi, bunun membran
depolarize edecegini ve bu durumun igeriye Ca*? akisini artirabilecegi belirtilmistir
(Stirling ve Stys, 2010).

Hiicre igine miihim kalsiyum deposu olan organellerden de intraselliiler Ca*?
salinimi oldugu anlasilmistir (Verkhratsky, 2005). Bu hiicre i¢i depolarin bos kalmasi

sonucunda ekstraselliiler kalsiyumun hiicre i¢i akisi ile tetiklenir. Istisna olarak



mitokondri segici uniporter tasima sayesinde sitozolik Ca'™ seviyelerini
diizenleyebilir (Kirichok ve ark, 2004, Perocchi ve ark, 2010). Sinir hasarlarinda
kalsiyum, ryanodin ve IP3 reseptorleri araciligiyla endoplazmik retikulumdan salinir
(Ouardouz ve ark 2003, Nikolaeva ve ark, 2005). Aksotomi durumunda endoplazmik
retikulumun tiim kalsiyum rezervi hizla biter (Rigaud ve ark, 2009). Yapilan biitiin
bu calismalar hasarin biiyiikliigli, olusum hiz1 gibi parametrelerin akson hasarinda

onemli sekilde Ca*? bagimli oldugunu belirtmektedir.

4.1.6. Segmental demiyelinizasyon

Akson ya da miyelin kilifta olusur. Miyelin yenilenen bir kiliftir. Remiyelinize

olan miyelinin ince ve kisa araliklar1 olusur (Atalay ve Ustiin, 2004).

4.1.7. Norodejeneratif Hastaliklar ve Aksonal Tasima

Norodejeneratif hastaliklarda ilk zamanlardan beri aksonal tagimanin bozulmus
olabilecegi diisiiniilmiistiir (Schwab ve Thoenen, 1977, Brimijoin, 1982). Diyabetik
noropatiden, Amiyotrofik Lateral Skleroza (ALS), Alzheimer hastaligi gibi
bozukluklarda aksonal tagima kusurlar1 sebep olarak belirlenmistir (Coleman, 2005,
Chevalier-Larsen ve Holzbaur, 2006). Bu tip hastaliklarda ndron kaybi denilen
sebebi tam anlagilamayan mekanizmalar belirlenememistir. Bu hastaliklarin
olugmasinin nedenlerinin birinin de aksonal tagimada olusan bozukluklar oldugu
aciklanmistir  (Almenar-Queralt ve Goldstein, 2001). Motor proteinlerdeki
mutasyonlar bunlara neden olmaktadir. Motor protein kinesinde meydana gelen
mutasyon, norodejenerasyonun uyarilmasina sebebiyet verir. Nokta mutasyonlar ya
da delesyonlar dynein gorev hasarlarina neden olur (Chevalier-Larsen ve Holzbaur,
2006). ALS, Hungtington gibi hastaliklarda aksonal tagimada yavaslama
belirlenmistir (Perlson ve ark, 2010). ALS, Hungtington ve Alzhemier gibi
hastaliklarda protein agregatlart olusur ve bunlar motor proteinin ayrilmasina
sebebiyet verdikleri agiklanmigtir. Siiperoksid dismutaz (SOD1) mutantina ait deliller
gozlenmistir (Trushina ve ark, 2004, Ligon ve ark, 2005).



Mikrotiibiillerde tirozinasyon, asetilasyonu gibi islemler de aksonal tasimayi
degistirir (Dompierre ve ark, 2007, Konishi ve Setou, 2009). Adaptor proteinlerde
olusan hasarlar da norodejeneratif hastaliklarda gériilmiistiir. Ornegin Bazi
hastaliklardaki mutasyonlar ALS hastaligindaki aksonal noropatinin nedenidir
(Hadano ve ark, 2001, McCray ve ark, 2010). Mitokondrilerin gerekli olan kisimlara
gidememesinden dolay1 olusan enerji ihtiyact ve mitokondrial transportta olusan
hasarlar, bu tip bazi hastaliklarda goézlenmistir (Pilling ve ark, 2006). Makrofaj
zehirli madde birikimini yok eder ve yaslanan organelleri pargalar. Otofagozom ,
Ag5 ya da At7 genleriyle olusmaktadir. Bazi1 hastaliklarda otofagozom nedeniyle
birikim olugmaktadir (Ravikumar ve ark, 2004, Ravikumar ve ark 2005).
Patojenitelerdeki en mithim kisim hiicreyi hayatta tutacak veya apoppitozise gidecek

sinyallerin dengesindeki farkliliktir (Perlson ve ark, 2010).

4.2. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejenerasyon, néronlarin hasari olarak aciklanir; budan dolay1 ortaya ¢ikan
hastaliklara da noérodejeneratif hastaliklar denir. Bu hastaliklarin, sadece
semptomatik tedavileri miimkiindiir. Beyinde farkli bolgeleri etkilerler.

Tedavi yalnizca nérodejenerasyon olusum mekanizmalarinin anlasilmasi ile
miimkiin olabilir. Norodejeneratif hastaliklarda 6nemli gelismeler molekiiler diizeyde
ilerlemeler, teknolojik gelisim kapsamina giren genomik arastirmalarin sonuglarina

bagli olarak oldukga ileri diizeyde yansimistir (Beal ve ark, 2005).

4.2.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligi (AH), bir ¢esit demans ¢esitidir. Demans; bellek kaybi,
giinliik yasamin gerektirdikleriyle basa ¢ikamama, duygusal tepkilerde bozulma gibi
belirtiler gdsteren giinliik yasamin idame ettirilmesini olumsuz etkileyen ilerleyici,
kronik bir beyin hastaligidir.

Bugiin bilinen deliller Alzheimer hastaliginin klinikte ortaya ¢ikan belirtilerine

gore alt1 gruba ayrilarak degerlendirilmektedir(Sekil 3).
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Sekil 3: Alzheimer hastaliginin klinik evreleri (Topguoglu ve Selekler 1998).

Hastaligin ndronal dejenerasyonun bir akut faz cevabi olarak uyardigi
diisiiniilmektedir. Bu sitokinlerde hizli bir artisa sebep olur. Serbest radikaller de
Alzheimer’a sebep veriyor olabilir.

Alzheimer hastaliginda (AH) 6nemli siireclerden biri, yogun protein tortularinin
beyindeki noéronlarda birikmesidir. Norofibriler tau adindaki bir proteinden
olusmaktadirlar (Sekil 4).
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Sekil 4: Hastalikta amiloid plak vile norofibriler yumak (Topguoglu ve Selekler
1998).

AH noro iletici diizeylerde 6nemli farkliliklar vardir. Bunlar tedavide 6nemli
olmakla beraber, bu hastaliga sahip olan insanlarin beyinlerindeki daha Onemli

degisikliklere nazaran ikincildir.



Normalde NMDA reseptoriinleri uyaran glutamat ile bellek ve 6grenmeyi
kolaylastirmak icin kisa, ani salinimlar yapar. AH glutamat araliksiz salinir. Bu
durum bellek ve 6grenme siireglerini aksatmaya neden olur ve ndronal Sliimiinle

sonuglanir (Topguoglu ve Selekler 1998).

4.2.2. Parkinson Hastahg:

Parkinson Hastalig1 (PH) ikinci en yaygin norodejeneratif hastaliktir. Parkinson,
genellikle yavas ilerleyen bir klinik tablo gostermektedir. En 6nemli belirtilerden biri
tremordur. Daha ¢ok ellerde goriiliir, tremor genellikle hareket ve uyku sirasinda
kaybolur.

Bu hastalikta baska bir belirti ise kas tonusundaki artistir. Hastada bir katilagsma
vardir. Hasta hareket ettirilmeye calisildiginda bir direng goézlemlenir. Yiiriiyiis yavas
adimlarla, kollar1 sallamadan ve viicut 6ne egik sekildedir. Ayrica mimiklerde
azalma, monoton ve kisik sesle konusma da eslik eder. Her vakada rastlanmamakla
birlikte depresyon ve ileri devrelerde demans da gdzlenebilir. Bu tablo herkeste
farklilik gosterir. Bazen hastalik sadece uzun yillar tremor ve kasilmayla kalir. Bu
vakanin adi Hemiparkinsonizm’dir. Bazi durumlarda tremor olmadigi halde
hareketlerde yavaslama, adalelerde katilasma ve durus bozukluklar1 goriiliir ve hizla

ilerleme gosteren hastalar da gozlenir.

Bu hastalikta substansiya nigra pars compakta daki (Sekil 4) dopamin iireten
hiicreler zarar gorlir ve eksilir. Bu hiicrelerin hasara ugramalarinin nedeni belli
degildir. Corpus straiatumda dopamin iiretilemediginden tremor, kassertligi, hareket

yavaslig1 ve postur bozuklugu gozlenir.(Sekil 5).
(a) (b)

[ ] serotonin yohi
dopamine yoh X

B Gigostriatial)  beyinsap

doparmine yoha

(mesolirmbilk)




Sekil 5: a) Substantia nigra hiicreleri striatuma uzanir. b) Dopamin reseptorlere

iletim saglar.

Parkinson dopaminin azalmasiyla meydana gelen bir hastalik oldugu igin
tedavide de dopaminin yerine konmasina bagl bir tedavi yolu izlenmektedir. Ayrica

cerrahi tedavi de olabilmektedir (Weiner ve ark, 2006, Sahin ve Akbostanci, 2008).

4.2.3. Amyotrofik Lateral Skleroz

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin kabugu, beyin sap1 ve omurilikteki
motor noronlarin O6lmesiyle goézlemlenen bir hastaliktir. ALS adi bir taraftan kas
atrofisine ayrica piramidal yolun tutulusuna isaret eder. Motor néron hastalig1 diye
bahsedilenve hastaliktaki belirtileri gdsteren hem birinci hem de ikinci motor
noéronun tutulmasidir. Ikinci néron tutulmasi kraniyal ¢ekirdeklerin ve medulla
spinalisteki 6nboynuz hiicrelerinin dejenerasyonu sebebi ile olur (Sekil 6) (Miller ve

ark, 2004).

Sekil 6: Medulla spinalisteki dejenerasyon

ALS'nin nedeni bulunamamaktadir. Hastalik {izerinde yapilan ¢alismalar ayrica
dejenerasyonda glutamatin roliinii belirlemeye de ¢aligmistir. Glutamat seviyeleri,
hastalarda daha fazladir. Ortamda ¢ok fazla ve uzun siireli glutamat olmasi sinir

hiicrelerinin 6lmesine neden olarak gosterilmistir. (Sekil 7) (Miller ve ark, 2004).
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Sekil 7: ALS hastalarinda glutamat seviyelerindeki artis.

Viicudun saglam hiicrelere saldirmasi sonucunda otoimmiin sisteminin de bunu
cevaplamast motor ndron dejenerasyonun bir sebebi olabilir. Birtakim aragtirmacilar,
antikorlarin direkt veya indirekt sinir hiicrelerinin islevlerini azalttigi hakkinda bir
teori ileri siirmiistiir (Miller ve ark, 2004).

ALS’ye ait ilk belirtiler bazen farkedilmeyebilir. Ilk belirtiler, kaslarda segirme,
titreme, kas zayifligiyla birlikte kollarin veya bacaklarin etkilenmesidir. ALS’ye
yakalanan hastalarin yaklasik %25 kadarinda ise daha baska belirtiler gézlenmistir.
En sik konugma zorlugu ve net konusamamadir (Miller ve ark, 2004).

Hastalikta kaslarin etkilenmesinden sonra, ilerleyen asamalarda tiim viicudu
etkilemeye bagladig1 goriiliir. Alt motor ndronlarimin da hasar gorebilir bu da
kaslarda olusan zayiflik ve kramp gibi belirtiler sayesinde belirlenir. Bir hastaya ALS
tanisinin konulabilmesi i¢in, bu hasarlarin baska bir nedenden dolay1 olmadigina
emin olunmalidir (Miller ve ark, 2004).

ALS’nin gelisimi ve yayilmast hastadan hastaya degissir. Fakat sonucta
hastaliga yakalanan kisiler ayaga kalkamaz, ylriiyemez, ellerini ve kollarmi
kullanamaz. Cigneme giicliikleri ¢ektikleri icin normal bir sekilde yemek yiyemezler
buna bagli olarak da yemek sirasinda hastanin bogulma riskini artar. Hareket
edememeden kaynakli kilo problemleri gézlenir (Miller ve ark, 2004).

ALS hastalarindanormal popiilasyona gore omurilik sivisinda bulunan {ig
proteinin miktariin daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu proteinlerin seviyelerine
bakildiginda, bu degerlerin ALS tanisinda %95 oraninda kesin sonug¢ verdigini

gostermistir (Miller ve ark, 2004).

4.3. Klorprifos Ve Norotoksisite

Klorprifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate],

zararlhlara kars1 yaygin olarak kullanilan bu yiizden de hepimizin maruz kaldigi
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organofosfathl bir insektisittir (Hunter ve ark, 1999). Klorprifosun metabolitleri,
klorprifos-okson ve 3,5,6- trikloro-2-pridinol klorprifosdan daha toksiktir (Hunter ve
ark, 1999, Muscarella ve ark, 1984).

Klorprifosun metaboliti, klorprifos-okson sinir kavsaklarinda asetilkolin esterazi
inhibe ederek ciddi kolinerjik toksisite olusturmaktadir (Li ve ark, 1995, Bigbee ve
ark, 1999). In vivo ve in vitro deneysel ¢aligmalarda, akut ve kronik organofosfat
uygulamalarinin sonucunda ortaya ¢ikan toksik etkilerde oksidatif doku hasarmin rol
oynadig1 belirlenmistir (Li ve ark, 1995, Bigbee ve ark, 1999). Serbest radikaller,
ozellikle DNA, protein ve hiicre fosfolipitlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri olmak
lizere organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. Ozellikle DNA'ya
saldiran serbest radikaller Onemli hasarlara sebebiyet verirler. Bu zararlar
karsinojenik mutasyonlara neden olabilir (Kazang, 1997). Karsinojenik
ksenobiyotikler, hiicre ic¢indeki sitokrom p450, peroksizomlar ve mitokondrideki
enzimatik sistemleri degistirerek veya indiikleyerek serbest radikaller olustururlar.
Ek olarak, serbest radikalleri toplayarak hiicreyi koruyan enzimatik veya enzimatik
olmayan sistemleri tiiketirler veya inhibe ederler veya tastyabileceklerinden fazla yiik
yiiklerler.  Hiicrede  oksidatif hasar  olusturarak lipit  peroksidasyonu,
deoksiriboniikleik asit hasar1 veya protein degisikliklerine neden olurlar. Bunlar da
azalmis gap junction aracilikli haberlesme, transkripsiyon faktorlerinin (AP-1, NF-
kB) aktivasyonu, intraselliiler kalsiyum ve pH degisiklikleri veya hiicre 6liimii gibi
hiicresel fonksiyon degisikliklerine neden olabilir (Stephen ve ark, 1997).

Yapilan caligmalarda, organofosfat uygulanmasini takiben karaciger, beyin,
tiroid gibi ¢esitli doku Orneklerinde lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) diizeyinde artis ve enzimatik antioksidan savunma
elemanlarindan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitelerinde farkliliklar goézlenmistir (Li ve ark, 1995, Bigbee ve ark, 1999,
Stephen ve ark, 1997).

Klorprifosun bu biitiin etkilerinden bagka kolinesteraz inhibisyonundan bagimsiz
olarak norotoksisite olusturdugu sdylenmistir. Bu iddia ¢esitli deney hayvanlarinda
ve hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarla desteklenmis ve klorprifosun gelisimsel
norotoksik etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Jett ve ark, 2001). Bu gostergeler
Amerika’da Cevre Koruma Ajansinin klorprifos kullanimini sinirlamasina neden

olmustur (Schuh ve ark, 2002). Daha sonrasinda yapilan laboratuvar ¢alismalar1 da
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klorprifosun noéronal proliferasyonu inhibe ettigini (Sachana ve ark, 2001) ve kognitif
fonksiyonlar1 bozdugunu belirlemistir (Jett ve ark, 2001, Schuh ve ark, 2002).
Birtakim bilim insanlar1 klorprifosun gelisimsel norotoksik efektlerinin
asetilkolinesteraz inhibisyonu ile olmadigini ; ¢aligmalarinda uyguladiklart kolinerjik
reseptOr antagonistleriyle bu etkileri geri dondiiremediklerini ortaya ¢ikarmislardir
(Garcia ve ark, 2002). Yapilan in vivo caligsmalar ile hiicre kiiltlirii modellerinde
yapilan ¢alismalar birbiri ile uyumlu sonuglar olusturmustur. Ornegin Das ve Barone
1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada klorprifosun PC12 hiicre hattinda norit uzamasini
asetilkolinesteraz inhibisyonu olmadan da inhibe ettigini ortaya koymuslardir (Das
ve Barone, 1999). Yapilan bazi c¢alismalarda ise ilacin hem antimitotik hem
de proapopitotik bir ajan oldugu sdylenmektedir (Slotkin ve Seidler, 2012).
Klorprifosun noronlarda meydana getirdigi hasar sonrasinda ndrit uzamasinin
durmasi, proliferasyonun inhibisyonu ile birlikte nekrotik ve apopitotik siireglerin

basglamasi beklenmektedir.

4.4. mTOR SINYAL YOLAGI

mTOR proteini 289kDa agirliginda bir serintreonin kinazdir, mTORCI1 ve
mTORC2 proteinlerinden meydana gelir (Guertin ve Sabatini, 2007). mTORCI1
biliylimeyi, anabolik olaylarin etkisini artirarak ve katabolik olaylar1 siirlayarak
gerceklestirmekedir (Sahin). mTORCI1 kompleksi bes bolimden meydana gelir:
(Peterson ve ark, 2009). (Sekil 8).

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolagi, hiicre i¢i ve dis1 sinyalleri
toplar ve hiicre metabolizmasi, biiyiimesi, ¢ogalmasi ve kurtulusunda merkezi bir

diizenleyicidir (Laplante ve Sabatini, 2009).
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Sekil 8: mTOR organizasyonu ve sinyal kompleksleri. (a) mTOR’un yapisinin

sematik ¢izimi. (b) mTORC komplekslerinin 6zeti ve fonksiyonlari, Chiang ve

Abraham, 2007 ¢alismasindan modifiye edilmistir.

mTORCI; 6karyotik baslatma faktorii 4E (eIF4E)-baglanma proteini 1 (4E-BP1)

ve p70 ribozomal S6 Kinaz 1 (S6K1)’i fosforlayarak protein sentezini tetikler (Sekil

9). 4E-BPIl’in fosforilasyonu sonucunda cap-bagimli translasyon (Richter ve

Sonenberg, 2005) ve S6K aktivasyonu sonucunda da mRNA biyogenezi, cap-bagimli

translasyon ve uzama, ribozomal protein translasyonu artar (Ma ve Blenis, 2009).
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mTORCI1 aktivitesinin en 6nemli diizenleyicilerinden birisi, TSC1 (hamartin) ve
TSC2 (tiiberin) heterodimerlerinden olusan Tiiberoz Skleroz Kompleks (TSC)’tir
(Crino ve ark, 2006) (Sekil 9).
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Sekil 9. mTOR sinyal ag1 (Chiang ve Abraham, 2007).

4.4.1. mTOR Inhibitorleri

4.4.1.1. Sirolimus (Rapamisin)

Rapamisin bakteriyel bir makrolidtir (Skrzypek ve Krause, 2007). Rapamisin’in
antifungal ve antiprolifreatif etkileri vardir. Interlokin 2 reseptdriiniin buraya
baglanmas1 T hiicre proliferasyonu tarafindan yapilmaktadir (Gibbons ve ark, 2009).
Kalp, bobrek transplantasyonu hastalarinda rapamisin immiinsiipresiftir. Rapamisin
hiicreye girdikten sonra; mTOR’un aktivitesini inhibe eder (Guertin ve Sabatini,

2007) (Sekil 10).
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Sekil 10: Rapamisin’in mTOR sinyal yolag:i iizerindeki etkisi. Rapamisin

mTORCT1’in aktivasyonunu inhibe etmektedir. mTORC1’in baskilanmasi sonucu alt
yolaginda bulunan S6K ve 4EBP1 proteinlerinin fosforilasyonunu baskilanmakta ve
transkripsiyon, ribozom biyogenezi gibi olaylar ger¢eklesememektedir (Corradetti ve

Guan, 2006)

Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus tarafindan firetilen, makrosiklik bir
laktondur (Sekil 11) (Berrak, 2014).

Bobrek transplantasyonu arastirmalar1 sirasinda, rapamisinin siklosporin ve
kortikosteroidler ile beraber alinmasiyla akut reddedilmenin azaldigi gézlenmistir.
Boylece kortikosteroidler erkenden sonlandirilip, siklosporin alimi azaltilmigtir
(Ustiines, 2011). Rapamisin organ transplantasyonu rejeksiyonunun proflaksisinde
kalsindrin inhibitorleri ve glukokortikoidlerle birlikte endikedir (Kahan ve ark,
1999). Kalsindrin inhibitdrlerine bagli nefrotoksisitesi olan ya da bu riski tastyan
hastalarda, kalic1 bobrek hasarindan korunmak igin rapamisin glukokortikoid ve
mikofenolat mofetil ile birlikte kullanilmaktadir (Demirci ve Toz, 2008). Bu ylizden
rapamisin kullanimi i¢in yeni bir endikasyon da, hasta stabil dahi olsa bdbrek
fonksiyonlarint korumak icin kalsindrin inhibitorlerinden uzak durulmalidir (Stegal

ve ark, 2003)
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Kaposi sarkomu ohastalara 6 aylik bir siire i¢in rapamisine tedavisi
onerilmektedir (Atalay ve ark, 2007, Strimpakos ve ark, 2009). Rapamisinin yan
etkileri diyare, pyelonefrit, stomatit, solunum yolu enfeksiyonlar1 olarak

belirlenmistir. Ciddi advers etkilere ise rastlanmamistir (Agulnik, 2012).

Q- . O C
"O. ‘I‘ o ’ |
- ~r
N o -
c. Everolimus d Deforolimus

Sekil 11: mTOR inhibitérlerinin kimyasal yapilar

4.4.1.2. Temsirolimus

Temsirolimus mTOR protein ailesinin diger iiyesidir. Temsirolimusun tiimore
kars1 faydasi belirtilmistir (Frost ve ark, 2004). Tek basina temsirolimusun verildigi
tedavilerde uygun goriilen dozun %92’si kullanilabilmektedir (Hudes ve ark, 2007).
Kotli prognozlu metastatik bobrek hiicreli kanserin birinci basamak tedavisinde
kullanilmaktadir (Moltzer, 2008).

Sahip oldugumuz donelerin yetersizliginden temsirolimus, daha Once
immiinoterapi almis hastalarda degerlendirilememektedir (Halbert ve ark, 2006).
Tekrarlayan malign gliomalarda erlotinib ile kombinasyonunun uygun olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu kombinasyonun etkinlik ve giivenlik ¢alismalari yapilmaktadir

(Robins ve ark, 2007).
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Ciddi yan etkileri stomatit ve yorgunluk bumnlarin disindabulanti, kusma ve

nefes darligidir (Agulnik, 2012).

4.4.1.3. Everolimus

Everolimus makrolit yapisina sahip immiinosupresandir.  Kalsinorin
inhibitoriiniintek basina alinmasindan fazla bobrek toksisitesi yapmaktadir. Bu
durum bize mTOR inhibitérleri ile kalsindrin inhibitorleri arasindaki ilag
etkilesiminin toksisiteyi artirirken organ reddini azalttigini diisiindiirmektedir (Eisen
ve ark, 2003).

Everolimusun astrositoma, meme kanseri, pankreatik néroendokrin tiimor, renal
anjiyomiyolipomda da kullanilabilecegi ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Yao ve
ark, 2008). Ticari miistahzarlar CERTICAN® ve AFINITOR®’ dur. Daha once
Femara ve Arimidex kullanmasina ragmen progrese olan 724, ER/PR(+) ve HER2(-)
hasta {izerinde yapilan c¢aligmalarda progresyonsuz siirenin 4,6 ay oldugu
goriilmiistlir. Ayrica Afinitor pankreas tiimorii ve renal hiicre kanserinde kullanilmak
tizere EMEA tarafindan 03.08.2009 tarihinde onay almistir. Ciddi advers etkileri
arasinda anemi ve yorgunluk diginda hipokalemi, lenfopeni ve kusma yer almaktadir

(Agulnik, 2012).

4.4.1.4. Deforolimus

En yeni mTOR inhibitoriidiir. Ayrica ridaforolimus olarak da bilinmektedir
(Sekil 11) (Cantor, 2009). ilerlemis solid kanserli hastalarda deforolimusun
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri belirlenmistir. (Yiiksel ve ark, 2012,
Mita ve ark, 2008).

Ciddi advers etkileri anemi, trombositopeni, hipofosfatemi, hiponatremi,

hipokalemidir (Agulnik, 2012).
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4.5. Norotoksisite ve Noroprotektivite Deneyleri

Sinir sistemi néronlar ve ndroglial hiicrelerden olugmaktadir. Noronlar akson ve
dentritlere sahip olmasi ve bunlarin yardimiyla diger hiicreler ile iletigimi
saglamasiyla farklilik gdstermektedir. Dentritler ise ndron yiizeyini artirmasi
sayesinde digerlerinden input alisin1 kolaylastirir. Hiicrenin toksik bir etkiye maruz
kalmasi durumunda perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktorlerin
kaybolmasina bagli sinapsin bozulmasi yozlagsmanin baslamasina neden olur.
Dejenerasyon siireci mekanizmanin etkisine baglh hizli veya yavas gerceklesebilir
(Harry ve ark, 1998, Brat ve Brimijoin, 1992). Noropati target esteraz (NTA)
Olciilerek ge¢ kalan norotoksik etki bulunabilir (Ehrich ve ark, 1994). Herhangi bir
maddenin  ndron  lizerinde  yarattifi = zararli  etkiyi  diisiiren  veya
sonlandiran molekiillerde noroprotektif etkilerden bahsedilir.

Kiiltiir ortamu i¢in bazi kosullar mevcuttur. Norotoksik bilesikler ndrit uzamasini
inhibe ederler (McLean ve ark, 1998). Sinir hiicrelerinin degismesiyle olugsan norit
hiicrenin gelistigini belirtir (Flaskos ve ark, 1998). Hiicreyi 6ldiirmeden koti etki

olusturan molekiillerin bulunmasinda bu 6l¢iim sikga tercih edilmektedir.

4.5.1. Norotoksisite Tarama Testi (NTT)

Norotoksik maddelerin hiicre i¢indeki etkisi selektif olup, ayn1 zamanda spesifik
duyarlilik bilesigin ekstraselliiler konsantrasyonuna da bagimlidir. Genellikle ana
bilesige bagli toksik etki ortaya ciksa da, bazi durumlarda metabolitlerin de toksik
etkileri goriilebilmektedir (Veronesi ve Ehrich, 1993, Bottenstein ve Sato, 1995,
Kimes ve ark, 1974). Hiicre i¢inde sinir hiicrelerinin asil islevi olan ndrit uzamasi,
bazi Onemli vakalara bagli olup, ndrit i¢in 6zel yapisal molekiillerden dolay1
gelismektedir. Biyolojik, kimyasal ve g¢evresel zararli molekiiller uzamay1
engellemektedir. Boylece ndrit uzamasinin izlenmesi yeni molekiillerin nérotoksik
faaliyetlerini bulmak admna kullanilabilmektedir (Harry ve ark, 1998, Abdulla ve
Campbell, 1993, Stone ve ark, 2001, Shea, 2001).

Bu caligmada rapamisinin fare NB2a hiicrelerinde norotoksisite tarama testiyle
beraber etkilerini gormek adina uygulanan konsantrasyonlarda sinir hiicrelerindeki
etkileri, iireme ve yasamin sonlanmasi gibi davranig fonksiyonlari, hiicre icinde

arastirilmustir.
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4.5.2. MTT Boyama

MTT hiicre yasayabilirligine bakilmasi i¢in uygulanan kolorimetrik birmetottur.
Deneyin esasi; formazan olusumuyla canliligin hesaplanmasidir (Sjogren ve ark,
2000). MTT, Kkiltirde mitokondriyal aktivitesi sliren yasayan hiicrelerin
kantitasyonunu yapar. Fazla kullanildig1 yerler: Sitokinlerin, bliytime faktorlerinin
medyum komponentlerinin hiicreler ilizerine etkilerinin arastirilmasi ve sitotoksik
ajanlarin etkinliginin test edilmesidir. Yapilan testler ve bunlarin sonucunda olusan
molekiillerin farkli renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir
(Mosman, 1983).

MTT, aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal rediiktaz enzimi ile
formazan’a indirgenir. Meydana gelen renkli ¢ozeltinin miktar1 570 nm dalga
boylarinda Olciilerek bulunur. Bu mekanizma sadece canli hiicrelerde meydana
geldigi i¢in, hiicre canliliginin kistasi olarak giivenle kullanilmaktadir (Sjogren ve

ark, 2000).
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5. MATERYAL VE METOD

Calisima MCBU Tip Fak. Farmakoloji anabilim dali Hiicre Kiiltiiri

Laboratuvarinda tamamlanmustir.

4.1. Materyal

Fare NB2a noroblastom kanser hiicreleri, ECACC’den saglanacaktir. Tiim
kimyevi maddeler Sigma'dan (St. Louis, ABD) elde edilecektir. Kiiltlir ortaminda
kullanilan  tiim malzemeler Falcon/Fred Baker'dan (Runcorn, Cheshire,
UK), gentamisin, (GentaR 20 mg ampul, 1. Ethem, Istanbul, Tiirkiye) temin

edilecektir.

4.2. Yontemler

4.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Noroblastoma hiicreleri, flask i¢inde, ¢ogalma medyumu;%35 horse serum, %5
fetal calf serum, %1 penisilin/streptomisin soliisyonu (10000 U/10mg) ve %0,1
gentamisin (50 mg/ml) igeren 4500 g glukoz igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) ile 37 ve %5 CO: kosullarim1 saglayan etiiv icinde
hiicreler kiiltiir ortamina alinarak ¢ogaltildi (Sekil 12).

Rapamisin, (R8781-200UL SIGMA) stok ¢ozelti (1 pg/ml) i¢in, kullanilmadan
hemen once %100 dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢oziildii ve hiicre kiiltiirii
deneylerinde %0,2'lik bir nithai DMSO konsantrasyonu olacak sekilde medyum ile

seyreltildi. Daha sonraki diliisyonlar i¢in kiiltiir medyumu kullanildu.
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Sekil 12. Flask i¢indeki néroblastoma hiicrelerinin etiivde ¢ogaltilmasi

4.2.2. Hiicre Canlihi@1 ve Proliferasyonu

CellTiter-Glo® luminesans hiicre canliligi 6l¢iim yontemi (Promega, Madison,
WI), Rapamisin 'in hiicre proliferasyonu degerlendirmek icin kullanildi. Ik giin,
kuyulara 100ul hacimde proliferasyon medyumu igerisine tiim kuyularda 15 000
hiicre olacak sekilde konularak 24 saat ortama alismasi i¢in kuyulara birakildi.
(Sekil 13) Daha sonra, kuyucuklara Rapamisin (1-100 uM), ya da ¢oziicii (DMSO,
%0,2) eklendi. Rapamisin igcermeyen proliferasyon medyumu + kontrol ve herhangi
bir hiicre ya da Rapamisin icermeyen medyum ise - kontrol olarak kullanild.
Welllerin oldugu plakalar bu sekilde yeniden 24 saat inkiibasyondan  sonra
deneylere baslandi. Bu yontem, mevcut ATP'nin miktarina baglh olarak canli hiicre
sayisini  bulma esasina dayanmaktadir. CellTiter-Glo® substrat ¢ozeltisinin
eklenmesi, hiicre parcalanmasina ve ATP miktariyla orantili bir luminesans
sinyalin  goriilmesine sebebiyet verir. Hiicre canliliginin degerlendirilmesi,
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan salinan ATP varliginda, lusiferinin
oksidasyonunu katalize eden enzim olan Ultra-Glo-lusiferaz aktivitesindendir.

Kisaca, 100 pl CellTiter-Glo® reaktif karisimi, kuyucuklardaki medyumu
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uzaklastirmadan dogrudan hiicrelere eklendi. Igerik, lizisi olusturmak icin 2 dakika
boyunca karistirilip luminesans sinyali stabilize hale getirmek i¢in oda sicakliginda
10 dakika siireyle beklendi. Daha sonra plaka, GloMax® 96 mikroplaka
luminometresi (Promega, Madison, WI) tarafindan okundu (Sekil 14,15) ve olciilen
luminesans sinyale gore, Rapamisin konsantrasyonunun islevi olarak doz yanit egrisi
yapildi. Tiim uygulamalar {i¢ kez tekrarlanarak ve ortalama degerler alinarak nihai

sonuclar olarak kullanildi.

Sekil 13. Noroblastoma hiicrelerinin laminar flow kabin igerisinde kuyucuklara
eklenmesi

Sekil 14. Noroblastoma hiicrelerine CellTiter-Glo® reaktif karisiminin eklenmesi
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Sekil 15. Hiicre canliliginin 6l¢iilmesinde kullanilan cihazin goériiniimii

4.2.3. Norotoksite Tarama Testi

Rapamisin’nin noron kiiltiirli iizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla; 1. giin,
tiim kuyucuklara 500 ul hacimde proliferasyon medyumu igerisinde, her bir well’de
15000 hiicre olacak sekilde NB2a hiicresi konularak 24 saat inkiibasyona birakildi.
24 saat sonra ilk ti¢ kuyucuk hari¢ (-kontrol), kalan tiim kuyucuklardaki medyum
cekilerek farklilasma medyumu (serum icermeyen DMEM iginde 1 mM dibiitiril
cAMP, diferansiyasyon medyumu) eklendi. Diferansiyasyon medyumu igeren
kuyucuklarin ilk tigli hari¢ (+ kontrol), digerlerine her tickuyucukta bir konsantrasyon
olacak sekilde, farkli konsantrasyonlarda Rapamisin (hiicre proliferasyon
deneylerinden elde edilecek sonuglara gore) c¢oziici (DMSO, %0,2) konuldu.
Kuyucuklarin oldugu plakalar, 37C° ve %5 COz ortam igeren inkiibatore kaldirildi ve
1 giin bekletildi.

1 giin gectikten sonra, tiim hiicreler %4 formaldehid(PBS ig¢inde) sabitlendikten
sonra Uc dakika Coomassie Blue(%0.6) boyanmasi icin beklendi. Boyanmus
cukurlar daha sonra On dakika arayla PBS ve distile su ile her seferinde iki kez
yikandi. Olgiim yapilmak iizere her ii¢ kuyu icerisinden 151k mikroskobu altinda
rasgele segilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki ndrit uzunluklar1 image analiz
progranu kullanilarak &lgiildii. Olgiilen nérit uzunlugu degerleri, kontrol degerlerin

%/’s1 olarak degerlendirildi.
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4.2.4. Klorprifos ile Olusturulan Norotoksisite Uzerine Rapamsin’in

Etkisinin Degerlendirilmesi

Rapamisin’in ndroprotektif etki degerinin belirlenmesi nedeniyle; ilk giin, tim
kuyulara proliferasyon Medyumu konularak hiicreler ortama alismasi i¢in konuldu.
Her kuyucuga 15000 hiicre konuldu. Bir giin inkiibatorde bekletilen kuyucuklar 24
saatin sonunda ii¢ kuyucuk (negatif kontrol), kalan tiim kuyucuklar icerisindeki
medyum ¢ekilerek diferansiasyon medyumu konularak ortam hazrlandi.. ilk iigii
hari¢ (pozitif kontrol), digerlerine klorprifos 25 uM konsantrasyonlarda eklenerek
norotoksisite olusmasi beklendi. Klorprifos‘un 25 pM konsantrasyonu, norit
inhibisyonu yapan en etkin ve en diisiik konsantrasyon olarak tespit edilmistir. (129).
Klorprifos igeren ilk {i¢ kuyucuk hari¢, diger kuyucuklara her ii¢ kuyucukta bir
konsantrasyon olacak sekilde, farkli konsantrasyonlarda Rapamisin norotoksik etki
yapmayan dozlarda ve ¢oziicii DMSO olarak 24 lii weller kullanild.

24 saat sonrasinda, hiicreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS icinde) fikse
edildikten sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6) boyanmasi igin
beklendi ve boyanmig 6rnekler daha sonra 10 dakika arayla PBS ve distile su ile 2
kez yikandi. Olgiim yapilmak iizere her ii¢ kuyucuk igerisinden 1s1tk mikroskobu
altinda rastgele se¢ilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki nérit uzunluklar1 image
analiz programi kullanilarak 6l¢iildii ve Olgililen norit uzunlugu degerleri, kontrol

degerlerin %’si olarak degerlendirildi

4.3. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s Btesti ile
degerlendirildi. Veriler ortalama+standart hata (SH) olarak verildi ve p<0,05 olan

degerler anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

5.1.Norotoksisite Tarama Testi

Fare kaynakli Noroblastoma hiicreleri (NB2a), kiiltiir ortaminda rapamisinin
1,3,10,30 ve 100 uM dozlar1 ile muamele edildi. Her bir doz i¢in ii¢ tekrarli yapilan
calismamizda Sekil 16’de 6rnegi goriildiigii gibi her 6rnekten rastgele segilen 20

sahada 100 hiicrenin ndrit uzunluklar1 saptandi.

Sekil 16: d-cAMP ile farklilastirilan Kiiltiir Hiicresi goriintiisii x400

e ¥ 9 .z i=% L A
»

T

Sekil 17: proliferasyondaki hiicre goriintiisii x400
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Sekil 18 : NB2a hiicrelerinde rapamisinin farkli konsantrasyonlarinda norit

inhibisyonu iizerine etkisi (p>0.05).

Yapilan NTT ile NB2a hiicrelerinin ndrit uzunluklari hesaplandi. Bu dl¢timler

sonrasinda tiim konsantrasyonlarda ilimli nérotoksik etkileri goriilmedi (p>0.05).

5.2. MTT Metabolizmas1 Sonuclar

Noroblastoma hiicrelerine, rapamisinin 1, 3, 10, 30 ve 100 uM dozlar ile
muamele edildikten sonra inkiibe edilerek kontrol grubu ile kiyaslanmak tizere MTT
yapildi. Bu metotla uyguladigimiz ilacin NB2a hiicrelerin hiicre ¢ogalmasiyla ilgili
etkileri gdzlenmeye ¢aligildi. Ug tekrar yapilan dlgiimlerde farkli konsantrasyonlarda
uyguladigimiz rap 3 uM konsatrasyondan itibaren doza bagimli olarak hiicre
cogalmas1 anlamli azalttig1 goriildii (p<0,001) ( Sekil 19).

Klorpirofos 25 uM konstrasyonlarda rap uygulamasi ile OSlgtiiglimiiz MTT
lizerine rap hiicre ¢ogaltmasini doza bagimli olarak anlamli derecede azaltmistir.

(p<0,001) ( Sekil 20 ).
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Sekil 19: ilacin farkli konsantrasyonlarinda MTT metabolizmasi iizerine etkileri,

*#%p<0.001.
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Sekil 20: Ilacin  farkli  konsantrasyonlarinda  klorpirofosa 25

uM uygulamasina MTT metabolizmas: lizerine etkileri,* p<0.05., ***p<0,001
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7. TARTISMA

Calismamizin amaci, mTOR inhibitorii olan rapamisinin fare noroblastoma
hiicre kiiltiiriinde norotoksik veya noroprotektif etkilerini in vitro olarak arastirmakti.
Rapamisin ile yaptigimiz calismada, ilacin doza bagimli olarak ilimli bir ndrit
inhibisyonu yaptigin1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigini gordiik.

Leitmeir ve arkadaglar1 da yaptiklart ¢alismada rapamisin kullanildiginda, norit
inhibisyonunun 10 mM da bagladigimi ve dozla arttigin1 goézlemlemislerdir
(Leitmeyer ve ark, 2015). Hafif diizeyde norotoksik etkisi oldugu bu ydntemle
gosterilmigtir.

Calismamizda rapamisinin bu toksik etkisi, mTORCI1 ‘in inhibe edilmesi ve
asag1 akis hedeflerinin fosforilasyonunun bloke edilmesi ile gozlenir. Bu hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi ve sonunda apoptoz ile sonuglanir (Brown ve ark, 1994).
Dogrudan etkilerin dikkate alinarak bazi néronlar1 da 6ldiirmesi nedeniyle 1limli bir
toksik etki gosterdigini diisiindiik. Rapamisin hem mTORC1 hem de mTORC2
yollarim1  baskilayarak Cd kaynaklt ndronal hiicre Olimiini  Onledigi
goriilmektedir (Xu ve ark, 2015).

Diger taraftan farelerin yiiksek dozlarda rapamisini tolere edemedigini, ayni
zamanda daha yiiksek dozlarda rapamisinin ise yasam siiresinin uzamastyla
sonuglandig1 agiklanmistir (Radad ve ark, 2015).

Hiicre proliferasyonunu arastirdigtmiz  MTT testinde rapamisin, hiicre
proliferasyonunu doza bagimli bir sekilde azaltmistir.

Baska bir ¢alismada, otofaji agonisti rapamisin, propofol ile tedavi edilen HT22
hiicrelerinde NPAS4 “lin noroprotektif etkisini zayiflatmistir. Hiicre 6liimiinii artirip,
LDH seviyesini yiikseltmistir. HT22 hiicre dizininde doza bagli olarak hiicre
proliferasyonunu azaltigini gostermislerdir (Zhang ve ark, 2021).

Diger bir calismada EA.hy926 ve HUVEC hiicreleri, diisiik yogunluklu
kiltiirlerde ve farkli ilag konsantrasyonlarinda hiicrelerinin ¢ogalmasin1i 6nemli

Olciide inhibe ettigini belirlemislerdir (Marimpietri ve ark, 2005).
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Baska bir yayinda mesencephalic hiicre kiiltiiriinde tek basina rapamisinin
apopitotik siiregleri calistirmadigini iddaa etmektedirler (Radad ve ark, 2015).

Diger bir caligmada ise onkogen aktivasyonu gibi ¢esitli ajanlar tarafindan
indiiklenen yaslanmay1 baskilama da etkili oldugu gosterilmistir.

Marimpietri ve arkadaslar1 (2005) da neuroblastoma hiicre Kkiiltiiriinde
rapamisinin hiicre proliferasyonunu azaltigini gostermislerdir. Bizim c¢alismamizda
hiicre Oliimiinii rapamisinin artirmasi kullandigimiz hiicrelerin kanser hiicresi
olmasina baglanmaktadir.

Rapamisinin ¢alismamizda 1limli toksik etki gosterdigi ve ayrica hiicre
proliferasyonunu azalttigi gozlenmistir. Bu ila¢ 0zellikle noéronal kaynakli
kanserlerde tedavide kullanilabilir.

Ancak bu konuda daha ileri arastirmalara ihtiyag vardir.
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8. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada, rapamisin NTT testinte norit uzamasin istatiksel olarak
anlamli olmayan bir bigimde doza bagli olarak azaltti. MTT testinde de ise rapamisin
hiicre proliferasyonunu istatiksel olarak anlamli (p<0.001) olarak azalttig1 gozlendi.
Son olarak da klorprifos uyguladigimiz hiicrelerde istatiksel olarak doza bagimli bir
sekilde azalma gozlemlendi (10 uM konsantrasyondan itibaren).

Norodejeneretif hastaliklarin tedavisi genellikle semptomatiktir ve kisa bir
stireligine semptomlar giderilir. Ancak hastaligin progresyonu devam eder. Son
yillarda bu hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar aranmaktadir. Bu hastaliklara
ornek olarak Alzheimer, Parkinson, ALS gosterilebilir.

mTOR inhibitérii olan rapamisinin fare NB2a hiicre kiiltiiriinde noérotoksik
etkisinin oldugu ve bu etkisini doza bagimli olarak gosterdigi saptanmistir. Bu ilacin
baslangicta noroprotektif ve norotoksik etkilerini inceledigimiz ¢alismada norotoksik
oldugu noronal harabiyete ve ndronal Oliime neden olabilecegi gosterildi. Ancak
kullandigimiz  hiicre kiiltlirlinlin  kanser hiicre dizinleri olmast nedeniyle
noroblastoma tiirlerinde antikanserojen etki gosterebilecegi diigiiniildii. Bu durumun

ileri caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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SBE FARMAKOLOQJI ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitiimiiz 24.09.2021 tarith ve 29/2 sayili ydnetim kurulu toplantisinda. Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dals Tezli Yiiksek Lisans Programi 8grencisi Ece Nur KAY A'nim tez konusunun etik kurul
onay1 ile birlikte (etik kurul gerekli ise) ""Rapamisin'in Fare Noroblastoma (NB2a) Hiicre Kiiltiiri
Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmast” olarak belirlenmesine OY BIRLIGI ile karar verildi.
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Enstitii Miidiirii

44



EK-2

TG
4 Manisa Celal Bayar Universitesi
d Tip Fakiiltesi Saghk Bilimleri Etik Kurulu
i Karar Formu
i.-] -. 4
*| KARAR TARIH / NO 26/ 05 / 2021/ 20.478.486 / Sia 1
i i ]
ARASTIRMANIN ADI Rapamisin 'in fare noroblastoma (NB2a) hiicre kiltirii Gzerindeki etkilerinin aragtirilmasi 3
;| SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr. Kamil VURAL- Farmakoloji AD. ;
1
| ARASTIRMA EKIBI Yilksek Lisans Ogrencisi Ece Nur KAYA ‘
i ARASTIRMANIN NITELIGE UZMANLIK TEZI [[] YUKSEK LISANS--DOKTORA-TEZI " AKADEMIK AMAGLI []

| DEGERLENDIRILEN BELGELER | 25 /01 /2021 / Tarih ve 12304 Sayili; arastirma dosyas:

i ey i

(‘ KRR RGN Arastirma dosyas! lngelenm|$. bilimsel ve etik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar |

verilmistir, - i
# |
4 Aragtirmalle | Toplantya : ok T Arastrmaile | Toplantya
Unvani/Adi/Soyadi lliskisi Olan | | Katilmayan “Unwani /Ad: fSoyadi Iliskisi Olan |  Katlmayan
7 Uye Uye Uye (ye
; e oo (9..\ Ba
& - Prof. Dr. Selhan OZBEY -
Prof, Dr. Murat DEMET :
; 0 0 0 B |
Psikiyatri AD 2 | Spor Bilimleri Fakiiltesi i |
e e i £ (SRR %) SRS SR
| Prof. Or. Bzge YILMAZ - : Dog.Dr. Cemal GOVERCIN PN %
i & 1 [] 2 e |
1| Cocuk Saghgi ve Hastalklar AD ¢ Tip Tarihi ve Etik AD d
Y R TN
.| Prof. Dr. Beyhan Cengiz OZYURT ™ ™ o Dog, Dr, Nurgill Gingér TAVSANLI s ]
§ b | O He s ] [
Halk Saghifi AD Saghk Bilimleri Fakultesi Ebelik B&limi
«| Prof. Dr. Pinar GELIK e Mukadder YILMAZER <
0 L5 4 ! O [
| GOgis Hastaliklar A.D, ' 3 Avukat
: -
Prof. Dr. Tugba CAVUSOGLU . 3
’ Cl [ | sivil Uye Hiseyin TUNGAY 0 =
; Farmakoloji AD j
5 :
.| Prof. Dr. Serkan ERKAN ;
; i SUIRE T SRR SR L ] |
‘| Ortopedi AD, g

L L 3 " %
Etik Kurulumuzun kararb’ukarda belirtilmistir,  Arastirmamz Herhangi Bir Asamada Etik Kurulumuzun “izleme -
.| Denetleme” Gorevi Geregi Liizumu Halinde Haberli./ Habersiz Olarak Denetlenebilir. Arastirma Bagvuru Formunun Taahhiithame
— Bolim E kisminda belirtilmis olan hususlarin dikkate alnarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza zamaninda iletilmesi

i

‘| konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim, ; ; 4 i

U : |
|

1 |
|

: ]

o ~

i

Wi Carep

) ! rrot .o viurar weMET

Ly b

° £ i BASKAN

g {

Nl

A

| -

)

45



EK-3

OZGECMIS
Adi Soyadi : Ece Nur KAYA
Medeni Hali : Evli
Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu

Lise : Erzincan Anadolu Lisesi, 2010

Lisans : Gazi Universitesi, Eczacilik Bélimii, 2016

Yiiksek Lisans : Celal Bayar Universitesi, Farmakoloji Anabilim Dal1, 2022
Mesleki Deneyim

Kiiltiir Eczanesi, Erzincan (Stajyer) 2012-2012

Bilim Ilag, Gebze (Stajyer) 2014-2014

Hacettepe Universitesi Hastanesi, Ankara (Stajyer) 2015-2015
Gazi Universitesi Hastanesi, Ankara (Stajyer) 2015-2015
Eceser Eczanesi, Ankara (Stajyer) 2016-2016

Ece Eczanesi, Soma-Manisa 2016-....... (halen)

46



EK-4

T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orijinallik Raporu

Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dalh Bagkanhgi'na

Tez Adi: Rapamisin’in Fare Noroblastoma (NB2A) Hiicre Kiiltiirii Uzerindeki

Etkilerinin Arastirilmasi

Tezime iliskin 10/06/2022 tarihinde yapilan Turnitin adh intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alhnms olan orijinallik
raporuna goére, tezimin benzerlik oram % 28 ‘dir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan
ederim.

14.06.2022
Ece Nur KAYA
Adi Soyadi : Ece Nur KAYA
Ogrenci No :171339001
Anabilim Dali : Tibbi Farmakoloji AD.
Programi : Yiiksek Lisans
DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.
(Prof. Dr. Kamil VURAL)

Agiklamalar

1-Tez Calismasi Orjinallik Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi igin kisisel hesap alma hakki bulunan tez danismanlan,
Enstitiilerde géreviendirilen personeller, Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Daire Baskanligi'nda goreviendirilen kiitiiphaneciler tarafindan
ahnir.

2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler igin tez savunmasindan énce ve basaril olmasi durumunda diizeltmelerden sonra olmak tzere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan seklinde bélunerek Turnitin veri tabanina yiklenmesi gerekmektedir. Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iligkin detayh forma, kitiphane web sayfasinda bulunan Tumitin kullanim kilavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bélumler ve Sonug bolimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Bashgi (document title) olarak tez baghginin tamami, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin
adi, Yazar Soyadi (author’s last name) olarak égrencinin soyadi bilgisi yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit programina yiiklenen dosyamin siireglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintllar harig, - 5 kelimeden daha az érttisme iceren metin kisimlar harig (Limit match size to 5 words)
S-istege badh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” secenedi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan tezi silmek cok uzun siire¢ gerektirecektir.

6- Raporlama islemi tamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gérintisini sag st késesinde yiizdelik say olarak belirtilen “benzerlik
orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiksek Lisans/Doktora
Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Bi lik or da tiim sorumiuluk égrenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bulunan 6grenci, tez savunma sinawi tarihi sonrasinda tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri iceren
dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmig ve tez darismani tarafindan onaylanarak imzalanmis
ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’'nu Enstitiiye teslim etmekle yikiimlidiir.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html




