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1. ÖZET 

 

Tezin Başlığı: Rapamisin’in Fare Nöroblastoma (NB2A) Hücre Kültürü 

Üzerindeki Etkilerinin Araştırılması 

Öğrencinin adı: Ece Nur KAYA 

Danışman: Prof. Dr. Kamil VURAL  

Anabilim Dalı: Farmakoloji Anabilim Dalı 

Amaç: Bu projenin amacı bir mTOR inhibitörü olan Rapamisin adlı etken 

maddenin fare nöroblastoma hücre dizininde (NB2A) nörotoksik veya nöroprotektif 

etkilerinin araştırılmasıdır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda Rapamisin’in olası nörotoksik etkileri fare 

nöroblastoma hücre (NB2A) dizininde araştırıldı. Hücreler flask içinde DMEM 

eklenerek etüvde çoğaltıldılar. Rapamisin, stok çözelti kullanılmadan önce DMSO 

içerisinde çözüldü ve medyum ile seyreltildi. CellTiter-Glo® luminesans hücre 

canlılığı ölçüm yöntemi, kullanılarak doz yanıt eğrisi oluşturuldu. 1. gün, tüm 

kuyucuklara NB2A hücresi konularak 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 saat sonra ilk 

üç kuyucuk hariç kalan tüm kuyucuklardaki medyum çekilerek farklılaşma medyumu 

eklendi. Farklılaşma medyumu içeren kuyucukların ilk üçü hariç (+ kontrol), 

diğerlerine farklı konsantrasyonlarda Rapamisin konuldu. Hücreler inkübe edildi ve 

1 gün bekletildi. Daha sonra çukurlar Coomassie Blue ile boyandı ve image analiz 

programı kullanarak ölçümler gerçekleştirildi. Hücre proliferasyonunun 

değerlendirilmesi amacıyla MTT ve Rapamisin’nin nöron kültürü üzerindeki 

etkilerini araştırmak amacıyla klorprifos 25 µM konsantrasyonlarda eklenerek NTT 

testi yapıldı. İstatistiksel analizler gerçekleştirildi ve p<0,05 anlamlılık düzeyi olarak 

seçildi. 

Bulgular: NTT testinde anlamlı olmayan nörit uzaması, MTT testinde ise 

anlamlı hücre proliferasyonu azalması gözlendi. Nörotoksik etkili klorprifos ile de 

NB2A hücrelerinde istatiksel olarak doza bağlı bir şekilde azalma gözlemlendi. 

Sonuçlar: Rapamisin adlı etken maddemizin nörotoksik olduğu, nöronal 

harabiyet ve ölüme sebebiyet verebileceği anlaşılmıştır. Fakat kullandığımız hücre 

kültürünün kanser hücrelerinden oluşmasından dolayı antikanserojen etki 

gösterebileceği düşünülmüştür. 
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Anahtar Kelimeler: Rapamisin, fare, nöroblastoma, hücre kültürü, mTOR, 

MTT, NTT, Klorprifos, nörotoksisite, nöron, nörodejeneretif hastalıklar 

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 µM 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 
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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.  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Sinir bilim hastalıkları, nöronların kaybı ile oluşan ve sonucunda SSS işlevinin 

bozulmasına neden olan bir hastalık grubudur. Bu grup hastalıklardan en fazla 

görülme sıklığı olan Alzheimer hastalığıdır. Bu tip hastalıkların tedavisi genellikle 

semptomatiktir ve kısa bir süreliğine semptomlar giderilir. Ancak hastalığın 

progresyonu devam eder. Son yıllarda bu hastalıkların tedavisinde yeni yaklaşımlar 

aranmaktadır. İlk olarak antifungal etkisiyle kullanılan Rapamisin daha sonra 

bağışıklık sistemini baskılayıcı ve antitümör etkisi keşfedilmiştir. Günümüzde 

antifungal olarak kullanılmasa da Rapamisin ve analogları, organ naklinde doku 

reddini önlemek için, renal kanser tedavisinde monoterapi olarak kullanımı FDA 

tarafından onaylanmıştır. 

Bu çalışmada temel olarak Rapamisin’in fare nöroblastoma hücrelerinde (NB2a) 

nörotoksisite taramasıyla, nörotoksik veya nöroprotektif etkilerini izlemek için uygun 

konsantrasyonlarda nöronlardaki değişiklikleri, üreme ve hayatın sonlanması gibi 

görevleri, hücre içi olarak incelenmiştir. Nörotoksisitesi yoksa nörotoksisitesi bilinen 

ve organofosfatlı bir insektisit olan klorprifos kullanılarak NB2a hücrelerinde 

nörotoksik hasar oluşturularak Rapamisin’in bu nörotoksisiteyi önleyici veya geri 

döndürücü muhtemel etkileri gözlenmeye çalışılmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Nöron (Sinir Hücresi) 

 

SSS ve periferik SS olmak üzere 2 bölümden meydana gelmektedir. Bu 

sistemdeki işlevselliği olan hücrelere sinir hücresi yani nöron denilir. Bu hücreler de 

genel olarak hücre gövdesi, dendritler ve akson ismiyle üç bölümden meydana 

gelirler (Keierszenbaum, 2006).  

Nöronlar diğer hücrelerden farklı birtakım özelliklere sahiptir ve yüksek 

miktarlarda polarize haldedirler. Sinyallerin iletilebilmesi için hücre işlevlerine göre 

bölümlerden oluşmaktadır. Hücre gövdesi hücre hacminin çok az bir bölümüdür 

buna rağmen nukleus ve organelleri kapsar. Kalan kısım olan dentrit ve aksonlar ise 

bu gövdeden çıkan uzantılardır. Dendritler ince dallara ayrılırlar ve sinaptik bilgileri 

iletmek için özel yapıdadırlar (Şekil 1). 

Akson ise elektriksel uyarıları iletir ve hedef kısımla sonlandırmayı yapar. 

Elektriksel uyarı, kanallar ve pompalar yardımıyla iç ve dış anlık iyon değişimleri 

sonucunda oluşmaktadır. Nöronlarda polarite özellikleri uzun süre devam edecek 

şekilde özelleşmiştir. Sinir hücreleri gövdedeki uzantıya göre dört, işlevine göre üç 

çeşitten oluşurlar (Kandel ve ark. 2000).  

 

 
Şekil 1: Bir nöronun yapısı (4). 
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4.1.1. AKG(Arka Kök Gangliyonu) ve PDN(Primer Duyu Nöronları ) 

 

Spinal dorsal-ventral kök ve boynuzlardan meydana gelir. arka kök gangliyonu 

ise ön ve arka kökün buluşmasıyla oluşur(Şekil 2.2). AKG periferal duyu liflerini 

ihtiva eder. Periferal duyu nöronları psödounipolar yapıda olup tek aksona sahip 

olması ile nadir bir yapıdadırlar. Çıkan tek akson T şeklindedir. Aksonun bir kolu 

reseptör yapısı meydana getirir. Aksonun öteki kısmı merkezi sistemle alakalıdır. 

Duyu nöronları isimli bu nöronlar duyu sonlanmasıyla oluşan bu mesajları merkezi 

sinir sistemine iletirler (Şekil 2).  

 

                        Şekil 2: Arka kök gangliyonu anatomisi (Weitz, 1998). 

 

Hücre gövdesi metabolik fonksiyonları sağlamaktadır. Hücrenin içinde 

endoplazmik retikulum ve onların üzerinde de Nissl cisimcikleri vardır. Çekirdeğin 

içerisinde çekirdekçik ihtiva edilmektedir. Yan yana hücre gövdeleri bir araya 

gelerek arka kök gangliyonlarını meydana getirirler. Bu gangliyon nöronlarının 

küçük satellit hücreleri tarafından etrafı çevrilir (Öztürk, 1999).  

 

4.1.2. Aksonal Taşıma  

Nöronlar polarize haldedirler. Alışverişi aksonlarla ve dentritlerle meydana 

getirirler. Fonksiyonların oluşabilmesi için bu durum gereklidir. Polariteden, birçok 

protein ve hücrenin sitoiskelet elemanları sorumludur (Setou, 2003). Nörofilamentler 

aksonlara mekanik destek olusturur. Üç bölümden oluşan bir heteropolimerdir 

(Hoffman ve ark. 1984, Schlaepfer, 1987). Mikrotübüller ray şeklinde taşıma 



4 

gerçekleştirirler ve hücre iskeleti yapısını oluştururlar (Stephens ve Edds, 1976, 

Schwab ve Thoenen 1977). α, β tübülin heterodimerlerinden oluşmaktadırlar. İki 

bölümden oluşurlar ve bu sayede polarize durumda bulunurlar (Hirokawa, 1998). 

  

4.1.3. Akson Hasarı 

 

Periferik sinir sistemi hasarları mühim görev kaybına sebep olurlar. Bazen kalıcı 

olarak bazen de nöropatik ağrı gibi ikincil sorunlar nedeniyle önemli kayıplara neden 

olabilirler (Jaquet ve ark. 2001, Rosberg ve ark. 2005).  

Sinir hasarlarından sonra meydana gelen iyileşme üç şekilde olabilir :  

a. Hasarlı aksonların rejenerasyonu ile tekrar innerve olması.  

b. Hasarsızların yeniden innerve hale getirilmesi.  

c. Bozulmuş fonksiyonların tekrar şekillenmesi (Fu ve Gordon, 1997).  

Tahribatları sonrasında kesilmiş aksonların rejenere olması ve bağlantılarını 

yeniden oluşturabilmesi çeşitli nedenlere bağlı olarak farklılık gösterir (Navarro ve 

ark, 2007). 4 cm’den fazla tahribatlarda onarım neredeyse imkansızlaşır (Reyes ve 

ark. 2005). Periferik ve merkezi sinir sisteminde sinir yaralanmalarının sonucu 

birbiriyle alakalıdır (Kaas, 1991, Wall ve ark, 2002). Siyatik sinir yaralanmasından 

sonra AKG’lardaki küçük nöronların büyüklere göre daha çok etkilendiği 

gözlenmiştir (Arvidsson ve ark. 1986, Ygge, 1989, Vestergaard ve ark. 1997, Groves 

ve ark. 1999, Tandrup ve ark. 2000). Bu sistemde üç adet dejenerasyon vardır. 

 

4.1.4. Waller dejenerasyonu 

 

Waller dejenerasyonu akson ve miyelin kılıflarının parçalandığı bir süreçtir (Fu 

ve Gordon, 1997). Dejenerasyon aksonun proksimal sinir güdüğünün kısa bir 

segmentinde oluşur (Beuche ve Friede, 1986). Dejenerasyonun artıkları Schwann 

hücrelerinin ve makrofajla ile yok edilir  (Perry ve Brown, 1992, Stoll ve Muller, 

1999).  
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4.1.5. Aksonal dejenerasyon 

  

Aksonal dejenerasyon, farklı sebeplerle olabilir. Örneğin; sinir travması, toksik 

sebepler, inme, glokom gibi (Hilliard, 2009). Bu olay bir takım değişiklikler 

yapabilir (Coleman, 2005, Conforti ve ark, 2007). Eğer hücre ölmüşse tekrar eski 

hale dönülemez. Hasara sebep olan sıkıntılar bütünlük değişmeden uzaklaştırılırsa, 

akson haftalar ya da aylar sonra işlevine dönebilir (Navarro ve ark, 2007). Fakat 

bütünlük bozulmuşsa Waller dejenerasyonu devreye girer (Lunn ve ark, 1989). 

   Aksonal dejenerasyonu anlamak için en basit şekil aksonların 

transeksiyonudur. Transeksiyonla beraber en az üç morfolojik faz gözlenir. Akut 

dejenerasyon fazında aksonun proksimal ve distal kökleri akson kesilir kesilmez 

etkilenir (Kerschensteiner ve ark, 2005). Ardından distal aksonun sağlam kalan 

bölümünün elektiriksel aktiviteye devam ettiği latent faz oluşur (Tsao ve ark, 1994) 

ve yaralı kısımdan granüler dejenerasyon fazı gelişir (Lubińska, 1982, Griffin ve ark, 

1995). Bu ardışık olaylar in vitro 12-24 saatte (Glass ve ark, 1993, Araki ve ark 

2004, Wang ve ark, 2005), in vivo 24-48 saatte tamamlanır (Lubińska, 1977, George 

ve Griffin, 1994). Bazı koşulları farklılaştırmak bu süreyi değiştirebilir. Örneğin 

ortam sıcaklığını azaltmak ve ekstrasellüler kalsiyum düzeylerini düşürmek gibi 

değişiklikler periyodu önemli ölçüde uzatır (George ve ark, 1995, Tsao ve ark, 1999, 

Conforti ve ark, 2000). 

N-tipi kalsiyum kanal blokörlerinin 4 gün sonraya kadar akson dejenerasyonunu 

önemli ölçüde geciktirdikleri anlaşılmıştır (George ve Griffin, 1994). Bu olay 

aksonal dejenerasyonun oluşabilmesi için hücre içi Ca+2 düzeylerinde artışın şart 

olduğunu ve bu artışın iyon spesifik kanallar vasıtası ile oluşuğunu belirtmiştir. 

Ancak hasarlı aksona hangi sinyal ile Ca+2 girişi sağlandığı belirlenememiştir. 

Yapılan birtakım çalışmalarda enerji azalması sonucunda NA/K/ATPaz aktivitesinde 

düşme veya tetrodotoksin (TTX) duyarlı Na kanallarının sinir hasarı sonucu zarar 

görmesi sebebiyle hücreye Na+ girişinde artışın olabileceği, bunun membranı 

depolarize edeceğini ve bu durumun içeriye Ca+2 akışını artırabileceği belirtilmiştir 

(Stirling ve Stys, 2010). 

Hücre içine mühim kalsiyum deposu olan organellerden de intrasellüler Ca+2 

salınımı olduğu anlaşılmıştır (Verkhratsky, 2005). Bu hücre içi depoların boş kalması 

sonucunda ekstrasellüler kalsiyumun hücre içi akışı ile tetiklenir. İstisna olarak 
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mitokondri seçici uniporter taşıma sayesinde sitozolik Ca+2 seviyelerini 

düzenleyebilir (Kirichok ve ark, 2004, Perocchi ve ark, 2010). Sinir hasarlarında 

kalsiyum, ryanodin ve IP3 reseptörleri aracılığıyla endoplazmik retikulumdan salınır 

(Ouardouz ve ark 2003, Nikolaeva ve ark, 2005). Aksotomi durumunda endoplazmik 

retikulumun tüm kalsiyum rezervi hızla biter (Rigaud ve ark, 2009). Yapılan bütün 

bu çalışmalar hasarın büyüklüğü, oluşum hızı gibi parametrelerin akson hasarında 

önemli şekilde Ca+2 bağımlı olduğunu belirtmektedir. 

 

4.1.6. Segmental demiyelinizasyon  

 

Akson ya da miyelin kılıfta oluşur. Miyelin yenilenen bir kılıftır. Remiyelinize 

olan miyelinin ince ve kısa aralıkları oluşur (Atalay ve Üstün, 2004).  

 

4.1.7. Nörodejeneratif Hastalıklar ve Aksonal Taşıma  

   

Nörodejeneratif hastalıklarda ilk zamanlardan beri aksonal taşımanın bozulmuş 

olabileceği düşünülmüştür (Schwab ve Thoenen, 1977, Brimijoin, 1982). Diyabetik 

nöropatiden, Amiyotrofik Lateral Skleroza (ALS), Alzheimer hastalığı gibi 

bozukluklarda aksonal taşıma kusurları sebep olarak belirlenmiştir (Coleman, 2005, 

Chevalier-Larsen ve Holzbaur, 2006). Bu tip hastalıklarda nöron kaybı denilen 

sebebi tam anlaşılamayan mekanizmalar belirlenememiştir. Bu hastalıkların 

oluşmasının nedenlerinin birinin de aksonal taşımada oluşan bozukluklar olduğu 

açıklanmıştır (Almenar-Queralt ve Goldstein, 2001). Motor proteinlerdeki 

mutasyonlar bunlara neden olmaktadır. Motor protein kinesinde meydana gelen 

mutasyon, nörodejenerasyonun uyarılmasına sebebiyet verir. Nokta mutasyonlar ya 

da delesyonlar dynein görev hasarlarına neden olur (Chevalier-Larsen ve Holzbaur, 

2006). ALS, Hungtington gibi hastalıklarda aksonal taşımada yavaşlama 

belirlenmiştir (Perlson ve ark, 2010). ALS, Hungtington ve Alzhemier gibi 

hastalıklarda protein agregatları oluşur ve bunlar motor proteinin ayrılmasına 

sebebiyet verdikleri açıklanmıştır. Süperoksid dismutaz (SOD1) mutantına ait deliller 

gözlenmiştir (Trushina ve ark, 2004, Ligon ve ark, 2005).  
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Mikrotübüllerde tirozinasyon, asetilasyonu gibi işlemler de aksonal taşımayı 

değiştirir (Dompierre ve ark, 2007, Konishi ve Setou, 2009). Adaptör proteinlerde 

oluşan hasarlar da nörodejeneratif hastalıklarda görülmüştür. Örneğin Bazı 

hastalıklardaki mutasyonlar ALS hastalığındaki aksonal nöropatinin nedenidir 

(Hadano ve ark, 2001, McCray ve ark, 2010). Mitokondrilerin gerekli olan kısımlara 

gidememesinden dolayı oluşan enerji ihtiyacı ve mitokondrial transportta oluşan 

hasarlar, bu tip bazı hastalıklarda gözlenmiştir (Pilling ve ark, 2006). Makrofaj 

zehirli madde birikimini yok eder ve yaşlanan organelleri parçalar. Otofagozom , 

Ag5 ya da At7 genleriyle oluşmaktadır. Bazı hastalıklarda otofagozom nedeniyle 

birikim oluşmaktadır (Ravikumar ve ark, 2004, Ravikumar ve ark 2005). 

Patojenitelerdeki en mühim kısım hücreyi hayatta tutacak veya apoppitozise gidecek 

sinyallerin dengesindeki farklılıktır (Perlson ve ark, 2010).  

 

4.2. Nörodejeneratif Hastalıklar 

 

Nörodejenerasyon, nöronların hasarı olarak açıklanır; budan dolayı ortaya çıkan 

hastalıklara da nörodejeneratif hastalıklar denir. Bu hastalıkların, sadece 

semptomatik tedavileri mümkündür. Beyinde farklı bölgeleri etkilerler.  

   Tedavi yalnızca nörodejenerasyon oluşum mekanizmalarının anlaşılması ile 

mümkün olabilir. Nörodejeneratif hastalıklarda önemli gelişmeler moleküler düzeyde 

ilerlemeler, teknolojik gelişim kapsamına giren genomik araştırmaların sonuçlarına 

bağlı olarak oldukça ileri düzeyde yansımıştır (Beal ve ark, 2005). 

 

4.2.1. Alzheimer Hastalığı 

 

Alzheimer hastalığı (AH), bir çeşit demans çeşitidir. Demans; bellek kaybı, 

günlük yaşamın gerektirdikleriyle başa çıkamama, duygusal tepkilerde bozulma gibi 

belirtiler gösteren günlük yaşamın idame ettirilmesini olumsuz etkileyen ilerleyici, 

kronik bir beyin hastalığıdır.  

Bugün bilinen deliller Alzheimer hastalığının klinikte ortaya çıkan belirtilerine 

göre altı gruba ayrılarak değerlendirilmektedir(Şekil 3). 
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Şekil 3: Alzheimer hastalığının klinik evreleri (Topçuoğlu ve Selekler 1998). 

 

Hastalığın nöronal dejenerasyonun bir akut faz cevabı olarak uyardığı 

düşünülmektedir. Bu sitokinlerde hızlı bir artışa sebep olur. Serbest radikaller de 

Alzheimer’a sebep veriyor olabilir.     

Alzheimer hastalığında (AH) önemli süreçlerden biri, yoğun protein tortularının 

beyindeki nöronlarda birikmesidir. Nörofibriler tau adındaki bir proteinden 

oluşmaktadırlar  (Şekil 4). 

 

Şekil 4: Hastalıkta  amiloid plak vile nörofibriler yumak (Topçuoğlu ve Selekler 

1998). 

 

AH nöro iletici düzeylerde önemli farklılıklar vardır. Bunlar tedavide önemli 

olmakla beraber, bu hastalığa sahip olan insanların beyinlerindeki daha önemli 

değişikliklere nazaran ikincildir.  
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Normalde NMDA reseptörünleri uyaran glutamat ile bellek ve öğrenmeyi 

kolaylaştırmak için kısa, ani salınımlar yapar. AH glutamat aralıksız salınır. Bu 

durum bellek ve öğrenme süreçlerini aksatmaya neden olur ve nöronal ölümünle 

sonuçlanır (Topçuoğlu ve Selekler 1998). 

 

4.2.2. Parkinson Hastalığı 

 

Parkinson Hastalığı (PH) ikinci en yaygın nörodejeneratif hastalıktır. Parkinson, 

genellikle yavaş ilerleyen bir klinik tablo göstermektedir. En önemli belirtilerden biri 

tremordur. Daha çok ellerde görülür, tremor genellikle hareket ve uyku sırasında 

kaybolur.  

Bu hastalıkta başka bir belirti ise kas tonusundaki artıştır. Hastada bir katılaşma 

vardır. Hasta hareket ettirilmeye çalışıldığında bir direnç gözlemlenir. Yürüyüş yavaş 

adımlarla, kolları sallamadan ve vücut öne eğik şekildedir. Ayrıca mimiklerde 

azalma, monoton ve kısık sesle konuşma da eşlik eder. Her vakada rastlanmamakla 

birlikte depresyon ve ileri devrelerde demans da gözlenebilir. Bu tablo herkeste 

farklılık gösterir. Bazen hastalık sadece uzun yıllar tremor ve kasılmayla kalır. Bu 

vakanın adı Hemiparkinsonizm’dir. Bazı durumlarda tremor olmadığı halde 

hareketlerde yavaşlama, adalelerde katılaşma ve duruş bozuklukları görülür ve hızla 

ilerleme gösteren hastalar da gözlenir. 

 

Bu hastalıkta substansiya nigra pars compakta daki (Şekil 4) dopamin üreten 

hücreler zarar görür ve eksilir. Bu hücrelerin hasara uğramalarının nedeni belli 

değildir. Corpus straiatumda  dopamin üretilemediğinden tremor, kassertliği, hareket 

yavaşlığı ve postur bozukluğu gözlenir.(Şekil 5). 

                    (a)                                                                (b) 
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Şekil 5: a) Substantia nigra hücreleri striatuma uzanır. b) Dopamin reseptörlere 

iletim sağlar. 

 

Parkinson dopaminin azalmasıyla meydana gelen bir hastalık olduğu için 

tedavide de dopaminin yerine konmasına bağlı bir tedavi yolu izlenmektedir. Ayrıca 

cerrahi tedavi de olabilmektedir (Weiner ve ark, 2006, Şahin ve Akbostancı, 2008). 

 

4.2.3. Amyotrofik Lateral Skleroz 

 

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin kabuğu, beyin sapı ve omurilikteki 

motor nöronların ölmesiyle gözlemlenen bir hastalıktır. ALS adı bir taraftan kas 

atrofisine ayrıca piramidal yolun tutuluşuna işaret eder. Motor nöron hastalığı diye 

bahsedilenve hastalıktaki belirtileri gösteren hem birinci  hem de ikinci motor 

nöronun tutulmasıdır. İkinci nöron tutulması kraniyal çekirdeklerin ve medulla 

spinalisteki önboynuz hücrelerinin dejenerasyonu sebebi ile olur (Şekil 6) (Miller ve 

ark, 2004). 

Şekil 6: Medulla spinalisteki dejenerasyon 

 

ALS'nin nedeni bulunamamaktadır. Hastalık üzerinde yapılan çalışmalar ayrıca 

dejenerasyonda glutamatın rolünü,belirlemeye de çalışmıştır. Glutamat seviyeleri, 

hastalarda daha fazladır. Ortamda çok fazla ve uzun süreli glutamat olması sinir 

hücrelerinin ölmesine neden olarak gösterilmiştir. (Şekil 7) (Miller ve ark, 2004). 
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Şekil 7: ALS hastalarında glutamat seviyelerindeki artış. 

 

Vücudun sağlam hücrelere saldırması sonucunda otoimmün sisteminin de bunu 

cevaplaması motor nöron dejenerasyonun bir sebebi olabilir. Birtakım araştırmacılar, 

antikorların direkt veya indirekt sinir hücrelerinin işlevlerini azalttığı hakkında bir 

teori ileri sürmüştür (Miller ve ark, 2004).      

ALS’ye ait ilk belirtiler bazen farkedilmeyebilir. İlk belirtiler, kaslarda seğirme, 

titreme, kas zayıflığıyla birlikte kolların veya bacakların etkilenmesidir. ALS’ye 

yakalanan hastaların yaklaşık %25 kadarında ise daha başka belirtiler gözlenmiştir. 

En sık konuşma zorluğu ve net konuşamamadır (Miller ve ark, 2004).     

Hastalıkta kasların etkilenmesinden sonra, ilerleyen aşamalarda tüm vücudu 

etkilemeye başladığı görülür. Alt motor nöronlarının da hasar görebilir bu da 

kaslarda oluşan zayıflık ve kramp gibi belirtiler sayesinde belirlenir. Bir hastaya ALS 

tanısının konulabilmesi için, bu hasarların başka bir nedenden dolayı olmadığına 

emin olunmalıdır (Miller ve ark, 2004). 

ALS’nin gelişimi ve yayılması hastadan hastaya değişsir. Fakat sonuçta 

hastalığa yakalanan kişiler ayağa kalkamaz, yürüyemez, ellerini ve kollarını 

kullanamaz. Çiğneme güçlükleri çektikleri için normal bir şekilde yemek yiyemezler 

buna bağlı olarak da yemek sırasında hastanın boğulma riskini artar. Hareket 

edememeden kaynaklı kilo problemleri gözlenir (Miller ve ark, 2004).      

ALS hastalarındanormal popülasyona göre omurilik sıvısında bulunan üç 

proteinin miktarının daha düşük olduğu gözlenmiştir. Bu proteinlerin seviyelerine 

bakıldığında, bu değerlerin ALS tanısında %95 oranında kesin sonuç verdiğini 

göstermiştir (Miller ve ark, 2004). 

 

4.3. Klorprifos Ve Nörotoksisite 

 

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

zararlılara karşı yaygın olarak kullanılan bu yüzden de hepimizin maruz kaldığı 
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organofosfatlı 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 kavşaklarında asetilkolin esterazı 

inhibe ederek ciddi kolinerjik toksisite oluşturmaktadır (Li ve ark, 1995, Bigbee ve 

ark, 1999). In vivo ve in vitro deneysel çalışmalarda, akut ve kronik organofosfat 

uygulamalarının sonucunda ortaya çıkan toksik etkilerde oksidatif doku hasarının rol 

oynadığı belirlenmiştir (Li ve ark, 1995, Bigbee ve ark, 1999). Serbest radikaller, 

özellikle DNA, protein ve hücre fosfolipitlerinin çoklu doymamış yağ asitleri olmak 

üzere organik ve inorganik bileşiklerle reaksiyona girerler. Özellikle DNA'ya 

saldıran serbest radikaller önemli hasarlara sebebiyet verirler. Bu zararlar 

karsinojenik mutasyonlara neden olabilir (Kazanç, 1997). Karsinojenik 

ksenobiyotikler, hücre içindeki sitokrom p450, peroksizomlar ve mitokondrideki 

enzimatik sistemleri değiştirerek veya indükleyerek serbest radikaller oluştururlar. 

Ek olarak, serbest radikalleri toplayarak hücreyi koruyan enzimatik veya enzimatik 

olmayan sistemleri tüketirler veya inhibe ederler veya taşıyabileceklerinden fazla yük 

yüklerler. Hücrede oksidatif hasar oluşturarak lipit peroksidasyonu, 

deoksiribonükleik asit hasarı veya protein değişikliklerine neden olurlar. Bunlar da 

azalmış gap junction aracılıklı haberleşme, transkripsiyon faktörlerinin (AP-1, NF-

kB) aktivasyonu, intrasellüler kalsiyum ve pH değişiklikleri veya hücre ölümü gibi 

hücresel fonksiyon değişikliklerine neden olabilir (Stephen ve ark, 1997). 

Yapılan çalışmalarda, organofosfat uygulanmasını takiben karaciğer, beyin, 

tiroid gibi çeşitli doku örneklerinde lipit peroksidasyonunun bir göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) düzeyinde artış ve enzimatik antioksidan savunma 

elemanlarından süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve glutatyon redüktaz (GR) 

aktivitelerinde farklılıklar gözlenmiştir (Li ve ark, 1995, Bigbee ve ark, 1999, 

Stephen ve ark, 1997). 

Klorprifosun bu bütün etkilerinden başka kolinesteraz inhibisyonundan bağımsız 

olarak nörotoksisite oluşturduğu söylenmiştir. Bu iddia çeşitli deney hayvanlarında 

ve hücre hatlarında yapılan çalışmalarla desteklenmiş ve klorprifosun gelişimsel 

nörotoksik etkilere sahip olduğu belirlenmiştir (Jett ve ark, 2001). Bu göstergeler 

Amerika’da Çevre Koruma Ajansının klorprifos kullanımını sınırlamasına neden 

olmuştur (Schuh ve ark, 2002). Daha sonrasında yapılan laboratuvar çalışmaları da 
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klorprifosun nöronal proliferasyonu inhibe ettiğini (Sachana ve ark, 2001) ve kognitif 

fonksiyonları bozduğunu belirlemiştir (Jett ve ark, 2001, Schuh ve ark, 2002).   

Birtakım bilim insanları klorprifosun gelişimsel nörotoksik efektlerinin 

asetilkolinesteraz inhibisyonu ile olmadığını ; çalışmalarında uyguladıkları kolinerjik 

reseptör antagonistleriyle bu etkileri geri döndüremediklerini ortaya çıkarmışlardır 

(Garcia ve ark, 2002). Yapılan in vivo çalışmalar ile hücre kültürü modellerinde 

yapılan çalışmalar birbiri ile uyumlu sonuçlar oluşturmuştur. Örneğin Das ve Barone 

1999 yılında yaptıkları çalışmada klorprifosun PC12 hücre hattında nörit uzamasını 

asetilkolinesteraz inhibisyonu olmadan da inhibe ettiğini ortaya koymuşlardır (Das 

ve Barone, 1999). Yapılan bazı çalışmalarda ise ilacın hem antimitotik hem 

de  proapopitotik bir ajan olduğu söylenmektedir (Slotkin ve Seidler, 2012). 

Klorprifosun nöronlarda meydana getirdiği hasar sonrasında nörit uzamasının 

durması, proliferasyonun inhibisyonu ile birlikte nekrotik ve apopitotik süreçlerin 

başlaması beklenmektedir. 

 

4.4. mTOR SİNYAL YOLAĞI 

   

mTOR proteini 289kDa ağırlığında bir serintreonin kinazdır, mTORC1 ve 

mTORC2 proteinlerinden meydana gelir (Guertin ve Sabatini, 2007). mTORC1 

büyümeyi, anabolik olayların etkisini artırarak ve katabolik olayları sınırlayarak 

gerçekleştirmekedir (Şahin). mTORC1 kompleksi beş bölümden meydana gelir: 

(Peterson ve ark, 2009). (Şekil 8).  

  Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolağı, hücre içi ve dışı sinyalleri 

toplar ve hücre metabolizması, büyümesi, çoğalması ve kurtuluşunda merkezi bir 

düzenleyicidir (Laplante ve Sabatini, 2009).  
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Şekil 8: mTOR organizasyonu ve sinyal kompleksleri. (a) mTOR’un yapısının 

şematik çizimi. (b) mTORC komplekslerinin özeti ve fonksiyonları, Chiang ve 

Abraham, 2007 çalışmasından modifiye edilmiştir. 

 

mTORC1; ökaryotik başlatma faktörü 4E (eIF4E)-bağlanma proteini 1 (4E-BP1) 

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

9). 4E-BP1’in fosforilasyonu sonucunda cap-bağımlı translasyon (Richter ve 

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

translasyon ve uzama, ribozomal protein translasyonu artar (Ma ve Blenis, 2009).  
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mTORC1 aktivitesinin en önemli düzenleyicilerinden birisi, TSC1 (hamartin) ve 

TSC2 (tüberin) heterodimerlerinden oluşan Tüberoz Skleroz Kompleks (TSC)’tir 

(Crino ve ark, 2006) (Şekil 9).  

 

Şekil 9.  mTOR sinyal ağı (Chiang ve Abraham, 2007). 

 

  

4.4.1. mTOR İnhibitörleri 

4.4.1.1. Sirolimus (Rapamisin) 

 

Rapamisin bakteriyel bir makrolidtir (Skrzypek ve Krause, 2007). Rapamisin’in 

antifungal ve antiprolifreatif etkileri vardır. İnterlökin 2 reseptörünün buraya 

bağlanması T hücre proliferasyonu tarafından yapılmaktadır (Gibbons ve ark, 2009). 

Kalp, böbrek transplantasyonu hastalarında rapamisin immünsüpresiftir. Rapamisin 

hücreye girdikten sonra; mTOR’un  aktivitesini inhibe eder (Guertin ve Sabatini, 

2007) (Şekil 10). 
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Şekil 10: Rapamisin’in mTOR sinyal yolağı üzerindeki etkisi. Rapamisin 

mTORC1’in aktivasyonunu inhibe etmektedir. mTORC1’in baskılanması sonucu alt 

yolağında bulunan S6K ve 4EBP1 proteinlerinin fosforilasyonunu baskılanmakta ve 

transkripsiyon, ribozom biyogenezi gibi olaylar gerçekleşememektedir (Corradetti ve 

Guan, 2006)  

 

Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus tarafından üretilen, makrosiklik bir 

laktondur (Şekil 11) (Berrak, 2014).  

Böbrek transplantasyonu araştırmaları sırasında, rapamisinin siklosporin ve 

kortikosteroidler ile beraber alınmasıyla akut reddedilmenin azaldığı gözlenmiştir. 

Böylece kortikosteroidler erkenden sonlandırılıp, siklosporin alımı azaltılmıştır 

(Üstünes, 2011). Rapamisin organ transplantasyonu rejeksiyonunun proflaksisinde 

kalsinörin inhibitörleri ve glukokortikoidlerle birlikte endikedir (Kahan ve ark, 

1999). Kalsinörin inhibitörlerine bağlı nefrotoksisitesi olan ya da bu riski taşıyan 

hastalarda, kalıcı böbrek hasarından korunmak için rapamisin glukokortikoid ve 

mikofenolat mofetil ile birlikte kullanılmaktadır (Demirci ve Töz, 2008). Bu yüzden 

rapamisin kullanımı için yeni bir endikasyon da, hasta stabil dahi olsa böbrek 

fonksiyonlarını korumak için kalsinörin inhibitörlerinden uzak durulmalıdır (Stegal 

ve ark, 2003) 
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Kaposi sarkomu ohastalara 6 aylık bir süre için rapamisine tedavisi 

önerilmektedir (Atalay ve ark, 2007, Strimpakos ve ark, 2009). Rapamisinin yan 

etkileri diyare, pyelonefrit, stomatit, solunum yolu enfeksiyonları olarak 

belirlenmiştir. Ciddi advers etkilere ise rastlanmamıştır (Agulnik, 2012). 

 

 
 

Şekil 11: mTOR inhibitörlerinin kimyasal yapıları 

 

4.4.1.2. Temsirolimus 

 

Temsirolimus mTOR protein ailesinin diğer üyesidir. Temsirolimusun tümöre 

karşı faydası belirtilmiştir (Frost ve ark, 2004). Tek başına temsirolimusun verildiği 

tedavilerde uygun görülen  dozun %92’si kullanılabilmektedir (Hudes ve ark, 2007). 

Kötü prognozlu metastatik böbrek hücreli kanserin birinci basamak tedavisinde 

kullanılmaktadır (Moltzer, 2008).  

Sahip olduğumuz donelerin yetersizliğinden temsirolimus, daha önce 

immünoterapi almış hastalarda değerlendirilememektedir (Halbert ve ark, 2006). 

Tekrarlayan malign gliomalarda erlotinib ile kombinasyonunun uygun olabileceği 

düşünülmektedir. Bu kombinasyonun etkinlik ve güvenlik çalışmaları yapılmaktadır 

(Robins ve ark, 2007).    



18 

Ciddi yan etkileri stomatit ve yorgunluk bumnların dışındabulantı, kusma ve 

nefes darlığıdır (Agulnik, 2012). 

 

4.4.1.3. Everolimus 

 

Everolimus makrolit yapısına sahip immünosupresandır. Kalsinörin 

inhibitörününtek başına alınmasından fazla böbrek toksisitesi yapmaktadır. Bu 

durum bize mTOR inhibitörleri ile kalsinörin inhibitörleri arasındaki ilaç 

etkileşiminin toksisiteyi artırırken organ reddini azalttığını düşündürmektedir (Eisen 

ve ark, 2003). 

Everolimusun astrositoma, meme kanseri, pankreatik nöroendokrin tümör, renal 

anjiyomiyolipomda da kullanılabileceği ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (Yao ve 

ark, 2008). Ticari müstahzarlar CERTICAN® ve AFINITOR®’ dur. Daha önce 

Femara ve Arimidex kullanmasına rağmen progrese olan 724, ER/PR(+) ve HER2(-) 

hasta üzerinde yapılan çalışmalarda progresyonsuz sürenin 4,6 ay olduğu 

görülmüştür. Ayrıca Afinitor pankreas tümörü ve renal hücre kanserinde kullanılmak 

üzere EMEA tarafından 03.08.2009 tarihinde onay almıştır. Ciddi advers etkileri 

arasında anemi ve yorgunluk dışında hipokalemi, lenfopeni ve kusma yer almaktadır 

(Agulnik, 2012). 

 

4.4.1.4. Deforolimus 

 

En yeni mTOR inhibitörüdür. Ayrıca ridaforolimus olarak da bilinmektedir 

(Şekil 11) (Cantor, 2009). İlerlemiş solid kanserli hastalarda deforolimusun 

farmakokinetik ve farmakodinamik özellikleri belirlenmiştir. (Yüksel ve ark, 2012, 

Mita ve ark, 2008). 

Ciddi advers etkileri anemi, trombositopeni, hipofosfatemi, hiponatremi, 

hipokalemidir (Agulnik, 2012). 
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4.5. Nörotoksisite ve Nöroprotektivite Deneyleri 

 

Sinir sistemi nöronlar ve nöroglial hücrelerden oluşmaktadır. Nöronlar akson ve 

dentritlere sahip olması ve bunların yardımıyla diğer hücreler ile iletişimi 

sağlamasıyla farklılık göstermektedir. Dentritler ise nöron yüzeyini artırması 

sayesinde diğerlerinden input alışını kolaylaştırır. Hücrenin toksik bir etkiye maruz 

kalması durumunda perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktörlerin 

kaybolmasına bağlı sinapsın bozulması yozlaşmanın başlamasına neden olur. 

Dejenerasyon süreci mekanizmanın etkisine bağlı hızlı veya yavaş gerçekleşebilir 

(Harry ve ark, 1998, Brat ve Brimijoin, 1992). Nöropati target esteraz (NTA) 

ölçülerek  geç kalan nörotoksik etki bulunabilir (Ehrich ve ark, 1994). Herhangi bir 

maddenin nöron üzerinde yarattığı zararlı etkiyi düşüren veya 

sonlandıran  moleküllerde nöroprotektif etkilerden bahsedilir. 

Kültür ortamı için bazı koşullar mevcuttur. Nörotoksik bileşikler nörit uzamasını 

inhibe ederler (McLean ve ark, 1998). Sinir hücrelerinin değişmesiyle oluşan nörit 

hücrenin geliştiğini belirtir (Flaskos ve ark, 1998). Hücreyi öldürmeden kötü etki 

oluşturan moleküllerin bulunmasında bu ölçüm sıkça tercih edilmektedir.  

 

4.5.1. Nörotoksisite Tarama Testi (NTT) 

Nörotoksik maddelerin hücre içindeki etkisi selektif olup, aynı zamanda spesifik 

duyarlılık bileşiğin ekstrasellüler konsantrasyonuna da bağımlıdır. Genellikle ana 

bileşiğe bağlı toksik etki ortaya çıksa da, bazı durumlarda metabolitlerin de toksik 

etkileri görülebilmektedir (Veronesi ve Ehrich, 1993, Bottenstein ve Sato, 1995, 

Kimes ve ark, 1974). Hücre içinde sinir hücrelerinin asıl işlevi olan nörit uzaması, 

bazı önemli vakalara bağlı olup, nörit için özel yapısal moleküllerden dolayı 

gelişmektedir. Biyolojik, kimyasal ve çevresel zararlı moleküller uzamayı 

engellemektedir. Böylece nörit uzamasının izlenmesi yeni moleküllerin nörotoksik 

faaliyetlerini bulmak adına kullanılabilmektedir (Harry ve ark, 1998, Abdulla ve 

Campbell, 1993, Stone ve ark, 2001, Shea, 2001). 

Bu çalışmada rapamisinin fare NB2a hücrelerinde nörotoksisite tarama testiyle 

beraber etkilerini görmek adına uygulanan konsantrasyonlarda sinir hücrelerindeki 

etkileri, üreme ve yaşamın sonlanması gibi davranış fonksiyonları, hücre içinde 

araştırılmıştır.  
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4.5.2. MTT Boyama 

 

MTT hücre yaşayabilirliğine bakılması için uygulanan kolorimetrik birmetottur. 

Deneyin esası; formazan oluşumuyla canlılığın hesaplanmasıdır (Sjogren ve ark, 

2000). MTT, kültürde mitokondriyal aktivitesi süren yaşayan hücrelerin 

kantitasyonunu yapar. Fazla kullanıldığı yerler: Sitokinlerin, büyüme faktörlerinin 

medyum komponentlerinin hücreler üzerine etkilerinin araştırılması ve sitotoksik 

ajanların etkinliğinin test edilmesidir. Yapılan testler ve bunların sonucunda oluşan 

moleküllerin farklı renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir 

(Mosman, 1983).  

   MTT, aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal redüktaz enzimi ile 

formazan’a indirgenir. Meydana gelen renkli çözeltinin miktarı 570 nm dalga 

boylarında ölçülerek bulunur. Bu mekanizma sadece canlı hücrelerde meydana 

geldiği için, hücre canlılığının kıstası olarak güvenle kullanılmaktadır (Sjogren ve 

ark, 2000). 
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5. MATERYAL VE METOD 

 

 

Çalışma MCBU Tıp Fak. Farmakoloji anabilim dalı Hücre Kültürü 

Laboratuvarında tamamlanmıştır. 

 

4.1. Materyal 

 

Fare NB2a nöroblastom kanser hücreleri, ECACC’den sağlanacaktır. Tüm 

kimyevi maddeler Sigma'dan (St. Louis, ABD) elde edilecektir. Kültür ortamında 

kullanılan tüm malzemeler Falcon/Fred Baker'dan. (Runcorn, Cheshire, 

UK),  gentamisin, (GentaR 20 mg ampul, I. Ethem, İstanbul, Türkiye) temin 

edilecektir. 

 

4.2. Yöntemler 

 

4.2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları  

 

Nöroblastoma hücreleri, flask içinde, çoğalma medyumu;%5 horse serum, %5 

fetal calf serum, %1 penisilin/streptomisin. solüsyonu (10000 U/10mg) ve %0,1 

gentamisin (50 mg/ml) içeren 4500 g glukoz içeren . Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 CO2 koşullarını sağlayan etüv içinde 

hücreler  kültür ortamına alınarak çoğaltıldı (Şekil 12). 

Rapamisin, (R8781-200UL SIGMA) stok çözelti (1 µg/ml) için, kullanılmadan 

hemen önce %100 dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde çözüldü ve hücre kültürü 

deneylerinde %0,2'lik bir nihai DMSO konsantrasyonu olacak şekilde medyum ile 

seyreltildi. Daha sonraki dilüsyonlar için kültür medyumu kullanıldı.  
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Şekil 12. Flask içindeki nöroblastoma hücrelerinin etüvde çoğaltılması 

  

4.2.2. Hücre Canlılığı ve Proliferasyonu 

 

CellTiter-Glo® luminesans hücre canlılığı. ölçüm yöntemi (Promega, Madison, 

WI), Rapamisin 'in hücre proliferasyonu değerlendirmek için kullanıldı. İlk gün, 

kuyulara. 100ul hacimde proliferasyon medyumu içerisine. tüm kuyularda  15 000 

hücre olacak şekilde konularak 24 saat  ortama alışması için kuyulara bırakıldı. 

(Şekil 13) Daha sonra, kuyucuklara Rapamisin (1-100 uM), ya da çözücü (DMSO, 

%0,2) eklendi. Rapamisin içermeyen proliferasyon medyumu + kontrol.. ve herhangi 

bir hücre. ya da Rapamisin içermeyen medyum ise - kontrol olarak kullanıldı. 

Welllerin olduğu plakalar bu şekilde yeniden 24 saat inkübasyondan. . sonra. 

deneylere başlandı. Bu yöntem, mevcut ATP'nin miktarına bağlı olarak canlı hücre 

sayısını. bulma esasına dayanmaktadır. CellTiter-Glo® substrat. çözeltisinin 

eklenmesi, hücre. parçalanmasına  ve ATP miktarıyla orantılı bir luminesans 

sinyalin. görülmesine sebebiyet verir. Hücre canlılığının değerlendirilmesi, 

metabolik olarak aktif hücreler tarafından salınan ATP varlığında, lusiferinin. 

oksidasyonunu katalize eden enzim olan Ultra-Glo-lusiferaz aktivitesindendir. 

Kısaca, 100 μl CellTiter-Glo® reaktif karışımı, kuyucuklardaki medyumu 
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uzaklaştırmadan. doğrudan hücrelere eklendi. İçerik, lizisi oluşturmak için 2 dakika 

boyunca karıştırılıp. luminesans sinyali stabilize hale getirmek için oda sıcaklığında 

10 dakika süreyle beklendi. Daha sonra plaka, GloMax® 96 mikroplaka 

luminometresi (Promega, Madison, WI) tarafından okundu (Şekil 14,15). ve ölçülen 

luminesans sinyale göre, Rapamisin konsantrasyonunun işlevi olarak doz yanıt eğrisi 

yapıldı. Tüm uygulamalar üç kez tekrarlanarak ve ortalama değerler alınarak  nihai 

sonuçlar olarak kullanıldı. 

 

Şekil 13.  Nöroblastoma hücrelerinin laminar flow kabin içerisinde kuyucuklara 

eklenmesi 

Şekil 14.  Nöroblastoma hücrelerine CellTiter-Glo® reaktif karışımının eklenmesi 
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Şekil 15. Hücre canlılığının ölçülmesinde kullanılan cihazın görünümü 

 

4.2.3. Nörotoksite Tarama Testi 

 

Rapamisin’nin nöron kültürü üzerindeki etkilerini araştırmak amacıyla; 1. gün, 

tüm kuyucuklara 500 µl hacimde proliferasyon. medyumu içerisinde, her bir well’de 

15000 hücre olacak şekilde NB2a hücresi konularak. 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

24 saat sonra ilk üç kuyucuk hariç (-kontrol), kalan tüm kuyucuklardaki medyum 

çekilerek farklılaşma medyumu (serum içermeyen DMEM içinde 1 mM dibütiril 

cAMP, diferansiyasyon medyumu) eklendi. Diferansiyasyon medyumu içeren. 

kuyucukların ilk üçü hariç (+ kontrol), diğerlerine her üçkuyucukta bir konsantrasyon 

olacak şekilde, farklı konsantrasyonlarda Rapamisin (hücre proliferasyon 

deneylerinden elde edilecek sonuçlara göre) çözücü (DMSO, %0,2) konuldu. 

Kuyucukların olduğu plakalar, 37C° ve %5 CO2 ortam içeren inkübatöre kaldırıldı ve 

1 gün bekletildi. 

1 gün geçtikten sonra, tüm hücreler %4 formaldehid(PBS içinde) sabitlendikten 

sonra. Üç dakika Coomassie Blue(%0.6) boyanması için beklendi. Boyanmış 

çukurlar daha sonra. On dakika arayla PBS ve distile su ile her seferinde iki kez 

yıkandı. Ölçüm yapılmak. üzere her üç kuyu içerisinden ışık mikroskobu altında 

rasgele seçilen 10 farklı sahadan 100 hücredeki nörit uzunlukları image analiz 

programı kullanılarak ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu değerleri, kontrol değerlerin 

%’si olarak değerlendirildi. 
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4.2.4. Klorprifos ile Oluşturulan Nörotoksisite Üzerine Rapamsin’in 
Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Rapamisin’in nöroprotektif etki değerinin belirlenmesi nedeniyle; ilk gün, tüm 

kuyulara proliferasyon. Medyumu konularak hücreler ortama alışması için konuldu. 

Her kuyucuğa 15000 hücre konuldu.. Bir gün inkübatörde bekletilen kuyucuklar 24 

saatin sonunda üç kuyucuk (negatif kontrol), kalan tüm kuyucuklar içerisindeki 

medyum çekilerek diferansiasyon medyumu konularak ortam hazırlandı.. İlk üçü 

hariç (pozitif kontrol), diğerlerine klorprifos 25 µM konsantrasyonlarda eklenerek 

nörotoksisite oluşması beklendi. Klorprifos‘un 25 µM konsantrasyonu, nörit 

inhibisyonu yapan en etkin ve en düşük konsantrasyon olarak tespit edilmiştir. (129). 

Klorprifos içeren ilk üç kuyucuk hariç, diğer kuyucuklara. her üç kuyucukta bir 

konsantrasyon olacak şekilde, farklı konsantrasyonlarda Rapamisin nörotoksik etki 

yapmayan dozlarda  ve çözücü DMSO olarak 24 lü weller kullanıldı. 

24 saat sonrasında, hücreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS içinde) fikse. 

edildikten sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasında (%0.6) boyanması için 

beklendi. ve boyanmış örnekler daha sonra 10 dakika arayla PBS ve distile su ile 2 

kez yıkandı. Ölçüm yapılmak üzere her üç kuyucuk içerisinden ışık mikroskobu 

altında rastgele seçilen 10 farklı sahadan. 100 hücredeki nörit uzunlukları image 

analiz programı kullanılarak ölçüldü ve ölçülen nörit uzunluğu değerleri, kontrol 

değerlerin %’si olarak değerlendirildi 

  

4.3. İstatistiksel Analizler 

 

İstatistiksel analizler,  tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s Btesti ile 

değerlendirildi. Veriler ortalama±standart hata (SH) olarak verildi ve p<0,05 olan 

değerler anlamlı kabul edildi. 
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6. BULGULAR 

5.1.Nörotoksisite Tarama Testi  

 

Fare kaynaklı Nöroblastoma hücreleri (NB2a), kültür ortamında rapamisinin 

1,3,10,30 ve 100 µM dozları ile muamele edildi. Her bir doz için üç tekrarlı yapılan 

çalışmamızda Şekil 16’de örneği görüldüğü gibi her örnekten rastgele seçilen 20 

sahada 100 hücrenin  nörit uzunlukları saptandı.  

 

 
Şekil 16: d-cAMP ile farklılaştırılan Kültür Hücresi görüntüsü x400 

 
Şekil 17: proliferasyondaki hücre görüntüsü x400 
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Şekil 18 : NB2a hücrelerinde rapamisinin farklı konsantrasyonlarında nörit 

inhibisyonu üzerine etkisi (p>0.05). 

 

   Yapılan NTT ile NB2a hücrelerinin nörit uzunlukları hesaplandı. Bu ölçümler 

sonrasında tüm konsantrasyonlarda ılımlı nörotoksik etkileri görülmedi (p>0.05). 

 

5.2. MTT Metabolizması Sonuçları 

Nöroblastoma hücrelerine, rapamisinin 1, 3, 10, 30 ve 100 µM dozları ile 

muamele edildikten sonra inkübe edilerek kontrol grubu ile kıyaslanmak üzere MTT 

yapıldı. Bu metotla uyguladığımız ilacın NB2a hücrelerin hücre çoğalmasıyla ilgili 

etkileri gözlenmeye çalışıldı. Üç tekrar yapılan ölçümlerde farklı konsantrasyonlarda 

uyguladığımız rap 3 uM konsatrasyondan itibaren doza bağımlı olarak hücre 

çoğalması anlamlı azalttığı görüldü (p<0,001) ( Şekil 19 ). 

Klorpirofos 25 uM konstrasyonlarda rap uygulaması ile ölçtüğümüz MTT 

üzerine rap hücre çoğaltmasını doza bağımlı olarak anlamlı derecede azaltmıştır. 

(p<0,001) ( Şekil 20 ). 
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Şekil 19: İlacın farklı konsantrasyonlarında MTT metabolizması üzerine etkileri, 

***p<0.001. 

 

 
Şekil 20: İlacın farklı konsantrasyonlarında klorpirofosa 25 

uM  uygulamasına  MTT metabolizması üzerine etkileri,* p<0.05., ***p<0,001 
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7. TARTIŞMA 

 

Çalışmamızın amacı, mTOR inhibitörü olan rapamisinin fare nöroblastoma 

hücre kültüründe nörotoksik veya nöroprotektif etkilerini in vitro olarak araştırmaktı. 

Rapamisin ile yaptığımız çalışmada, ilacın doza bağımlı olarak ılımlı bir nörit 

inhibisyonu yaptığını ancak bunun istatistiksel olarak anlamlı olmadığını gördük.    

Leitmeir ve arkadaşları da yaptıkları çalışmada rapamisin kullanıldığında, nörit 

inhibisyonunun 10 mM da başladığını ve dozla arttığını gözlemlemişlerdir 

(Leitmeyer ve ark, 2015). Hafif düzeyde nörotoksik etkisi olduğu bu yöntemle 

gösterilmiştir.  

Çalışmamızda rapamisinin bu toksik etkisi, mTORC1 ‘in inhibe edilmesi ve 

aşağı akış hedeflerinin fosforilasyonunun bloke edilmesi ile gözlenir. Bu hücre 

döngüsünün ilerlemesi ve sonunda apoptoz ile sonuçlanır (Brown ve ark, 1994). 

Doğrudan etkilerin dikkate alınarak bazı nöronları da öldürmesi nedeniyle ılımlı bir 

toksik etki gösterdiğini düşündük. Rapamisin hem mTORC1 hem de mTORC2 

yollarını baskılayarak Cd kaynaklı nöronal hücre ölümünü önlediği 

görülmektedir  (Xu ve ark, 2015). 

 Diğer taraftan farelerin yüksek dozlarda rapamisini tolere edemediğini, aynı 

zamanda daha yüksek dozlarda rapamisinin ise yaşam süresinin uzamasıyla 

sonuçlandığı açıklanmıştır (Radad ve ark, 2015). 

Hücre proliferasyonunu araştırdığımız MTT testinde rapamisin, hücre 

proliferasyonunu doza bağımlı bir şekilde azaltmıştır.  

Başka bir çalışmada, otofaji agonisti rapamisin, propofol ile tedavi edilen HT22 

hücrelerinde NPAS4 ‘ün nöroprotektif etkisini zayıflatmıştır. Hücre ölümünü artırıp, 

LDH seviyesini yükseltmiştir. HT22  hücre dizininde doza bağlı olarak hücre 

proliferasyonunu azaltığını göstermişlerdir (Zhang ve ark, 2021).  

Diğer bir çalışmada EA.hy926 ve HUVEC hücreleri, düşük yoğunluklu 

kültürlerde ve farklı ilaç konsantrasyonlarında hücrelerinin çoğalmasını önemli 

ölçüde inhibe ettiğini belirlemişlerdir (Marimpietri ve ark, 2005). 
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Başka bir yayında mesencephalic hücre kültüründe tek başına rapamisinin 

apopitotik süreçleri çalıştırmadığını iddaa etmektedirler (Radad ve ark, 2015). 

Diğer bir çalışmada ise onkogen aktivasyonu gibi çeşitli ajanlar tarafından 

indüklenen yaşlanmayı baskılama da etkili olduğu gösterilmiştir. 

Marimpietri ve arkadaşları (2005) da neuroblastoma hücre kültüründe 

rapamisinin hücre proliferasyonunu azaltığını göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda 

hücre ölümünü rapamisinin artırması kullandığımız hücrelerin  kanser hücresi 

olmasına bağlanmaktadır. 

   Rapamisinin çalışmamızda ılımlı toksik etki gösterdiği ve ayrıca hücre 

proliferasyonunu azalttığı gözlenmiştir. Bu ilaç özellikle nöronal kaynaklı 

kanserlerde tedavide kullanılabilir.  

Ancak bu konuda daha ileri araştırmalara ihtiyaç vardır. 
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8. SONUÇ VE ÖNERİLER 

     

 

Yaptığımız çalışmada, rapamisin NTT testinte nörit uzamasını istatiksel olarak 

anlamlı olmayan bir biçimde doza bağlı olarak azalttı. MTT testinde de ise rapamisin 

hücre proliferasyonunu istatiksel olarak anlamlı (p<0.001) olarak azalttığı gözlendi. 

Son olarak da klorprifos uyguladığımız hücrelerde istatiksel olarak doza bağımlı bir 

şekilde azalma gözlemlendi (10 uM konsantrasyondan itibaren).  

Nörodejeneretif hastalıkların tedavisi genellikle semptomatiktir ve kısa bir 

süreliğine semptomlar giderilir. Ancak hastalığın progresyonu devam eder. Son 

yıllarda bu hastalıkların tedavisinde yeni yaklaşımlar aranmaktadır. Bu hastalıklara 

örnek olarak Alzheimer, Parkinson, ALS gösterilebilir. 

mTOR inhibitörü olan rapamisinin fare NB2a hücre kültüründe nörotoksik 

etkisinin olduğu ve bu etkisini doza bağımlı olarak gösterdiği saptanmıştır. Bu ilacın 

başlangıçta nöroprotektif ve nörotoksik etkilerini incelediğimiz çalışmada nörotoksik 

olduğu nöronal harabiyete ve nöronal ölüme neden olabileceği gösterildi. Ancak 

kullandığımız hücre kültürünün kanser hücre dizinleri olması nedeniyle 

nöroblastoma türlerinde antikanserojen etki gösterebileceği düşünüldü. Bu durumun 

ileri çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir.  
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