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OZET

Nisikli, E. (2018). Yeni Nesil Psikoaktif Maddelerden AM-2201’in Kalp
Hiicreleri Uzerine Toksik Etkilerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Sentetik kannabinoidler kotliye kullanimi 6zellikle son yillarda giderek
yayginlasan molekiiller olmakla birlikte; nispeten yeni olan bu molekiillerin etkileri,
farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikleri hususunda literatiirde smirli veri
bulunmaktadir. Mevcut bilgiler agirlikli olarak bu molekiillerin saptanmasina yonelik
yeni metod gelistirilmesi ve klinik etkiler hakkinda olgu sunumlariyla kisithdir.
Sentetik kannabinoidlerin kullanimi1 sonrasi kardiak klinik bulgular goriildiigii pek ¢ok
calismada belirtilmekle birlikte; bu maddelerin kalp tizerine toksik etkilerini ve toksisite
mekanizmalarmi arastiran ¢alisma sayist oldukga kisithidir. Calismalarda bu gruptaki
her molekiiliin ayr1 ayr kardiak toksisitesini tanimlamaktan ziyade genel olarak grup
icindeki ilk tanimlanmis olan molekillerin etkileri tizerinde durulmaktadir. Sentetik
kannabinoidler igerisinde Ozellikle klinik ve toksikolojik anlamda literatiiriin
incelenmesinde mevcut verilerin azlig1 gozlemlenerek bu grup i¢inde bulunan AM-2201
ile galigma yapilmasinin konudaki eksikligi gidermede faydali olacag: kararina varilmis
ve tez calismasiyla kardiak hiicre kiiltiirlinde AM-2201 molekiiliiniin kardiotoksisitesi
ve toksik etki mekanizmalarinin tanimlanmasi hedeflenmistir. Calismada ICsp degerleri
tespit edilmis olup, nekrotik hiicre 6liimiiniin 6n planda oldugu gortilmiistiir. Elde edilen
sonuglarin literatiire katk: saglamasi ve bu alandaki yeni arastirmalarin planlanmasinda

kaynak olusturmas1 amag¢lanmustir.

Anahtar Kelimeler: AM-2201, Sentetik kannabinoid, Kardiotoksisite, Apoptoz,
Nekroz

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 21787.
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ABSTRACT

Nisikli, E. (2018). Investigation of Toxic Effects of A New Psychoactive
Substance, AM-2201 to Cardiac Cells. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctorate Thesis. Istanbul.

Synthetic cannabinoid abuse especially in recent years become more
common, although literature data about effects, pharmacodynamic and pharmacokinetic
properties of this relatively new molecules is not adequate. Common data mainly
limited with development of new methods to determine the molecules and the case
reports about the clinical effects of this molecules. Plenty of the articles discuss cardiac
clinical effects seen with synthetic cannabinoid abuse however articles that research
toxic effects and toxicity mechanism of this molecules to heart are limited. This studies
are not defined cardiac toxicity of every simple molecule in the group but rather they
commonly defined the effects of first defined molecules in the group. At the research of
the literature because of observation of the data about AM-2201 molecule is less than
the others in this group, we concluded study with this molecule to be useful for fulfil a
need about this subject. The aim of this study was to define the cardiotoxicity and
mechanism of toxicity of the AM-2201 molecule with cardiac cell culture. In this study
IC50 values evaluated and primarily necrotic cell death was occured. With the results of

this research we aimed to contribute the literature and plan a new resource in the field.

Keywords: AM-2201, Syntethic cannabinoid, Cardiotoxicity, Apoptosis,
Necrosis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 21787.
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1. GIRIS VE AMAC

Sentetik kannabinoidler, tiim diinyada sentez ve kullanimlarinin hizla
yayginlasmasina karsin etkileri hakkindaki siirli bilgi nedeniyle giderek onemli bir
halk saglik sorunu haline gelen molekiillerdir. Ilk olarak bilimsel amaglarla yapilan
farmasotik arastirmalarda sentezlenmisglerse de, ilerleyen siiregte 6zellikle 2000°lerin
baslarindan itibaren tiim diinyada bu maddelerin psikoaktif etkileri nedeniyle keyif
verici olarak kullanilmaya baslandigi goriilmiis ve bu amacla kullanildig1 saptanan

sentetik kannabinoidlerin kullanimi hizla yasaklanmaya baslanmistir.

Yeni ve etkileri az bilinen bu molekiillerin piyasada ilk saptanan formlari
yasaklandiginda molekiil yapisinda ufak degisiklikler yapilarak sentezlenen yeni
formlar piyasaya siiriilmeye baslanmis ve bu sekilde yasalardan kagiilmaya ¢alisildig:
goriilmiistiir. Ancak bu durum zaten ilk olarak yayginlasan formlar1 hakkinda bile
yeterli klinik ve toksikolojik aragtirma bulunmayan bu molekiillerin giderek biiyiik bir

saglik sorunu haline gelmesine neden olmustur.

Yeni nesil sentetik kannabinoidlerin etkileri, farmakokinetik ve farmakodinamik
ozellikleri hususunda literatiirde sinirli veri bulunmamaktadir. Mevcut bilgiler agirlikli
olarak siirekli yeni sekilleri piyasaya siirlilen bu molekiillerin ¢esitli matrikslerde
saptanmasina yonelik yeni metotlarin gelistirilmesi ve kullanim sonucu goriilen klinik
etkileri hakkinda olgu sunumlarindan olugmaktadir. Olgu sunumlart iizerinden bu
molekiillerin etkileri ile ilgili degerlendirme yapilmaya calisildiginda ise; sentetik
kannabinoidlerin degisen kompozisyonlar1 ve toksikolojik incelemelerin sinirli olmasi
nedeniyle kullanimi dogrulamanin siklikla hastanin kendi ifadesine dayanmasi,
kullanicilarda 6nceden var olan psikiyatrik ve medikal durumlar, baska madde
kullanimi da bulunmasi gibi faktorler nedeniyle hangi etkilerin sentetik kannabinoid
kaynakli oldugunu anlamak giiclesmektedir. Mevcut durum bu alanda yapilacak

toksikoloji ¢alismalarinin 6nemini ve gerekliligini agikca gostermektedir.

Yapilan literatiir incelemesi neticesinde; sentetik kannabinoidlerin kullanimi
sonrast kardiak klinik bulgular ve ani 6liim goriildiigiiniin rapor edildigi pek ¢ok olgu
sunumuna rastlanilmistir. Ancak, bu maddelerin psikoaktif amacl kullanimlar
nedeniyle dogal olarak bu molekiillerle ilgili mevcut ¢alismalarin santral sinir sistemi

tizerine etkilerine odaklandig1 goriilmektedir. Yeni nesil sentetik kannabinoidlerin kalp
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tizerine toksik etkileri ve etki mekanizmalarinin arastirildigr calismalar sinirhidir. Bu
bilgiler 15181nda; tez ¢aligmasi ile sentetik kannabinoidler igerisinde 6zellikle klinik ve
toksikolojik alandaki mevcut verilerin azlig1 gozetilerek AM-2201 ([1-(5-fluoropentil)-
1H-indol-3-il]-1-naftalenilmetanon) maddesinin in vitro kosullarda kalp hiicreleri
tizerine toksik etki potansiyelleri ile toksik etkiye sebep olan mekanizmalarin

arastirilmasi ve tanimlanmasi amaglanmigtir.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Sentetik Kannabinoidler

Psikoaktif maddeler; bilince etki eden ve biling durumunu ozellikle alg1 ve
duygudurumunu degistiren kimyasallardir (Introduction to Psychology 2010). Yeni
nesil psikoaktif maddeler; reseptorlerini aktive ettikleri bilesiklere benzer sekilde,
ozellikle psikotropik, haliisinojen ya da stimiilan etkiler olusturmak amaciyla imal
edilen, sentetik kimyasal maddeler olarak tanimlanmakta, kannabinomimetik olarak da
bilinen ve suistimal edilen sentetik kannabinoidler bu sinifta yer almaktadirlar (Gurney
ve ark. 2014).

Sentetik kannabinoidler; prototip A9-tetrahidrokannabinol (THC)’iin etkilerinin
korundugu, ancak belirsiz bir yasal konumda kalmalarin1 saglayacak sekilde iist iiste
cesitli yapisal modifikasyonlar gegiren, siirekli olarak sayilar1 artan ve gelisen genis bir
kimyasal aile serisidir (Gurney ve ark. 2014). Sentetik kannabinoidler ilk olarak;
endokannabinoidlerin istah kesilmesi, bulanti, ruh hali bozuklugu, agr1 ve inflamasyonu
azaltma potansiyellerinin fark edilmesi ilizerine endiistriyel ve akademik arastirma
gruplar1 tarafindan istah kontrolii, agri yonetimi ve antiinflamasyon gibi terapdtik
amacl kullanim i¢in gelistirilmis molekiillerdir (Gurney ve ark. 2014, Cooper 2016).
1980’lerin basinda Pfizer ilag¢ sirketinin arastirma grubu tarafindan analjezik amagh
kullanim igin birgok sentetik kannabinoid arastirilmis ve bu bilesikler siklohekzilfenol
(CP) serisi olarak bilinmektedir. 1990’lardan beri Clemson Universitesinden Profesor
John W Huffman ve arastirma ekibi viicuttaki endokannabinoid reseptorlerini hedef
alan JWH bilesikleri olarak anilan 450°den fazla bilesik gelistirmistir. Hebrew
Universitesi’nden Dr. Mechoulam ve ark. tarafindan gelistirilen bir seri bilesik
Universitenin bas harfleri kullanilarak HU-210 olarak adlandirilmistir (Somerville
2012). Diger gelistirilen sentetik kannabinoidler ise Alexandros Makriyannis tarafindan
gelistirilen AM-serisi ile ve AB-FUNICA olup indazol-karboksamid tiirevi ikinci kusak
sentetik kannabinoidler olarak tanimlanmaktadirlar (Castaneto ve ark. 2014;

Dolengevich-Segal ve ark. 2017).
Yapilari ve etkili reseptorler

Yeni nesil sentetik kannabinoidlerin ¢ogu en az 4 yapisal komponent igerir: bir

indol ya da indazol ¢ekirdek, bir ester, amid ya da keton baglayici, bir kinolinil, naftil,
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adamantil ya da tetrametilsiklopropilden meydana gelen bir halka ile indol ya da indazol
halka sisteminin azot atomuna bagli bir hidrofobik yan zincir (Hess ve ark. 2016).
Bir¢ok sentetik kannabinoidin yapisinda bilesigin etkisini arttiran, yar1 Omriinii uzatan
ve daha stabil olmasina imkan veren bir florizasyon gézlenmektedir (Dolengevich-Segal
ve ark. 2017). Sentetik kannabinoidler ¢ogunlukla lipofilik ve nonpolar maddelerdir.
Ayrica kiiglik ve uguculugu olan molekiillerdir (EMCDDA 2015; Lafaye ve ark. 2017;
Dolengevich-Segal ve ark. 2017).

Sentetik kannabinoidler; kannabisin primer psikoaktif komponenti olan THC’ye
benzer olarak kannabinoid tip 1 (CB1) ve tip 2 (CB2) reseptorlerine baglanir ve
psikoaktif ve davranigsal etkilerini CB1 reseptoriine agonist etki ile olustururlar (Cooper
2016). Sentetik kannabinoid kullanimi1 insanlarda niteliksel olarak kannabisin etkisine
benzer bir etki olusturmakla birlikte kannabisin etkisinden daha uzun ve daha yogun
fizyolojik ve psikolojik etkiler olusturur (Castaneto ve ark. 2014; Lafaye ve ark. 2017;
Weinstein ve ark. 2017).

CBI1 reseptorleri baskin olarak santral sinir sistemi (SSS) hiicreleri olmak iizere
periferik sinir sistemi (PSS), kemik, kalp, karaciger, akciger, vaskiiler endotel ve {ireme
sisteminde bulunur. CB2 reseptorleri ise primer olarak immiin sistemde, ama ayni
zamanda CBI1 reseptorlerinden daha diisiik seviyelerde SSS’nde bulunur. CB
reseptorleri, G proteini bagl reseptorler olduklarindan, reseptorlerin aktivasyonu
adenilat siklaz inhibisyonuyla sonuglanarak, hiicresel siklik adenozin monofosfat
(CAMP) seviyelerini azaltarak kannabinomimetik cevap olusturur (Castaneto ve ark.
2014; Hess ve ark. 2016). Sentetik kannabinoid agonistleri voltaj bagimli iyon
kanallariyla etkilesir ve membran potansiyelini azaltarak potasyum, sodyum ve N-P ve
Q tipi kalsiyum kanallarin1 inhibe eder (Castaneto ve ark. 2014). CB reseptorleri,
kannabinoidlerin tek hedefi degildir (Hess ve ark. 2016). G proteini ile eslesmis
reseptorlerden (GPCR) GPR 18 ve GPR 55’in de kannabinoidlerle etkilesime girdigi
bildirilmistir (Hess ve ark. 2016). Ayrica bazi sentetik kannobinoidler, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptdr antagonizmi, monoaminoksidaz (MAQO) kapasitesinin
inhibisyonu ve 5-hidroksi triptamin 2A (5-HT2A) reseptor agonizmi gibi bagka
farmakodinamik etkiler de gosterebilmektedir (Dolengevich-Segal ve ark. 2017).
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Kannabis ve sentetik kannabinoid etkileri arasindaki farklar muhtemelen birgok
sentetik kannabinoid ve metabolitinin THC ye gore CB1 reseptorlere daha fazla afinite
gostererek daha fazla etki olusturmasina yani farmakolojik profillerinin farkli olmasina
baglidir (Cooper 2016). Bazi sentetik kannabinoidlerin non-kannabinoid reseptorlere
baglanmasi da kismen literatiirde yayinlanan farkli sonuglara katkida bulunmaktadir

(Cooper 2016).

Sentetik kannabinoidler karacigerde konjugasyon ve oksidasyon yolu ile
metabolize edilmekle birlikte kompleks farmokinetik O6zellikleri halen tam olarak

bilinmemektedir (Castellanos ve Gralnik 2016).
Kullanimi

Sentetik kannabinoidler orijinal olarak 1960’larda sentezlenmis ancak,
Avrupa’da keyif i¢in kullanilan bagimlilik yapict maddeler olarak 2004-2005 yillarinda,
Amerika’da 2008 yilinda, Tiirkiye’de ise ilk defa 2010 yili ortalarinda goriilmeye
baslanmig ve tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hizla yayginlagmistir (Castellanos
ve Gralnik 2016; CDC 2017; Tirkiye uyusturucu raporu 2017). 12.06.1933 tarih ve
2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkindaki kanun kapsamina alinmaya
baslanan sentetik kannabinoidlerle ilgili verilere bakildiginda; Tirkiye Uyusturucu ve
Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi (TUBIM) verilerine gére 2011 yilinda
Tiirkiye'de sentetik kannabinoid iligkili olay sayist 166 iken 2015 yilinda 11.567’e
yiikselmis, 2016 yilinda ise 2015’e gore %32,8 oraninda artis ile 15.366 sentetik
kannabinoid olay1 gerceklesmistir (Tiirkiye uyusturucu raporu, 2017).

Sentetik kannabinoidlerin sorun teskil eden en onemli 6zellikleri {iretimlerinin
oldukca ucuza mal olmasi ve siirekli degisen yeni bilesik sentezinin oldukg¢a kolay
olmasidir (Capli ve ark. 2016). Yasadis1 {iretim tabiri olan merdiven alt1 {iretimle bu
maddelerin kimyasal yapilar1 ¢gok cabuk degistirilmektedir. Bu durum yeni nesil sentetik
kannabinoidlerin tespitini zorlagtirmakta, dolayisiyla da siipheli bitkisel iiriinlerde, kan,
serum, idrar, tiikiirtik ve kil gibi biyolojik 6rneklerde tanimlanmalar1 ve miktarlarinin
belirlenmesi  zorlagsmakta ve hassas analitik yOntemlerin  gelistirilmesini

gerektirmektedir (Ozseker ve ark. 2017).

Adli Tip Kurumu ve Istanbul Narkotik Birimine 01 Agustos 2010 ile 31 Mart
2012 tarih araliginda gonderilen bitkisel bilesenlerin incelenmesi sonucu 1200 bitkisel



20

bilesenin 1179’unun (%98,3) sentetik kannabinoid igerdigi tespit edilmistir (Artug ve
ark. 2014). 2013 Yilinda iilkemiz smirlart i¢cinde 780 kg sentetik kannabinoid
yakalanmis ve yakalanan sentetik kannabinoid miktarinin 2012 yilina gére 2013 yilinda
%79,7 oraninda arttig1 bildirilmistir (Ozseker ve ark. 2017). 2016 yilinda Adli Tip
Kurumu Narkotik bolimi tarafindan bitkisel {irlinlerde yeni nesil sentetik
kannabinoidlerden CUMYL-4CN-BINACA y1 tespit etmis ve yasakli maddeler listesine
ilave edilmistir (Resmi Gazete 2016). CUMYL-4CN-BINACA’nin kurum kayitlarinda
cok sik kullanilan sentetik kannabinoidlerden biri oldugu belirtilmis ve Oztiirk ve ark.
(2018) tarafindan yiiksek ¢oziintirliikli kiitle spektrometrisi kullanilarak insan karaciger
mikrozomlarinda ve idrar Orneklerinde madde ve metabolitlerin tayin metotu

gelistirilmistir.

Kullanicilarin sentetik kannabinoid preparatlarini yasal ve tespit edilemeyen bir
sekilde kafa yapmanin dogal bir yolu olarak algiladiklar ile ilgili ¢ok sayida rapor
bulunmaktadir. Bu durum sentetik kannabinoid kullanimin hizli yayginlasmasindaki ana
faktorlerden biridir. Sentetik kannabinoidlerin siirekli olarak kiiciik molekiil
degisiklikleriyle yeni preparatlar1 sentezlenmekte ve bu durum giivenilir tespit
yontemleri gelistirmede zorluklara yol agmaktadir. Tanimlanmis birgok sentetik
kannabinoid formu yasaklanmistir ve kullanimlar illegaldir, ancak yeni sentezlenen
sentetik kannabinoidler onlar1 yasaklayan yasalar ve diizenlemelerden kurtulabilecek
sekilde tasarlanmaktadirlar. Bu maddelerin piyasa degisimi ¢ok hizli oldugundan
piyasada bulunan maddeleri yasal listelere alma girisimleri geride kalmaktadir.
Kullanicilarda dogal algist olusturulan bu preparatlar aslinda bitki karisimlarina
puskiirtiillen sentetik kannabinoidlerin  sivi  formundan olusmakta ve birgok
belirlenemeyen kimyasal yap1 icermekte olup dogalliktan uzaktirlar (Castaneto ve ark.

2014; Gurney ve ark. 2014; Castellanos ve Gralnik 2016).

Sentetik kannabinoidler; Spice, Bonzai, K2, Mr. Nice Guy, Green Buddha,
Blonde, Summit, Standard, Blaze, Red Dawn X, Citron, Green Giant, Smacked,
Wicked-X, AK-47, Special K, Kronic, Barely Legal, Fake Weed gibi pek c¢ok farkli
ticari isimle satilmaktadirlar (Castellanos ve Gralnik 2016). Tiirkiye’de siklikla Bonzai

adiyla bilinmektedirler (Aksel ve ark. 2015).
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Sentetik kannabinoidler sentezlendikten sonra alkol, aseton gibi ¢dziiciilerle
coziinerek bitkisel materyalin ilizerine sprey seklinde piiskiirtiilmekte ve sonrasinda
paketlenerek bitkisel karistm olarak satilmaktadir (Cooper 2016). Paketlerdeki
bilesiklerin kimyasal igerik ve konsantrasyonlar1 degisiklik gostermektedir (Cooper
2016). Sentetik kannabinoidlerin yan etkilerinin maddenin intrinsik 6zellikleri ve iiretim
stireciyle iliskili oldugu bildirilmektedir. Sentetik kannabinoid imal siirecinde maddenin
bitkisel materyalde diizensiz sekilde dagilmasi da bazi iiriinlerin planlanandan daha
fazla madde igermesine neden olabilmektedir. Sentetik kannabinoidler ayn1 zamanda
stimiilanlar, haliisinojenler ve sedatifler ile kii¢iik bir grup vakada extacy olarak satilan
tabletler gibi diger psikoaktif maddeleri iceren bilesiklerde de saptanmistir (Castellanos
ve Gralnik 2016).

Sentetik kannabinoidler baslica sigara seklinde sarilarak ya da nargile seklinde
icilmekle birlikte oral (bitkisel ¢aylara ya da yiyeceklere eklenerek) ya da intranazal
olarak kullanilabilirler (Weaver ve ark. 2015; CDC 2017). Bir diger yeni gelisim;
elektronik sigaralarda kullanilan siv1 kartuslarin igine sentetik kannabinoid eklenmesi

yolu ile kullanimidir (Castellanos ve Gralnik 2016; CDC 2017).
Klinik veriler

Sentetik kannabinoidlerin etkilerinin inhalasyondan sonraki 10 dk icinde
basladig1 ve ¢ogu etkinin kullanimdan 2-6 saat sonra sona erdigi bildirilen yayinlar
bulunmakla birlikte (Weaver ve ark. 2015; Lafaye ve ark. 2017) akut etkilerin tipik
olarak 30 dk’dan 120 dk’ya kadar sonlandigi ancak bazi semptomlarin (Hangover-
aksamdan kalma hissi) bir sonraki giine kadar azalarak devam edebildigini (Castellanos

ve Gralnik 2016; Lafaye ve ark. 2017) bildiren makalelerde bulunmaktadir.

Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi 6liime neden olmayan intoksikasyon
durumlar ile iliskili cok sayida olgu olmakla birlikte az sayida 6liim olgusu da rapor
edilmistir. Sentetik kannabinoidlerin bir kisminin ¢ok potent oldugu ve toksik etki
potansiyelinin yiiksek oldugu bildirilmektedir. Sentetik kannabinoid kullanimi
sonrasinda birgok farkli sistemi etkileyen ¢ok sayida semptom tanimlanarak rapor

edilmistir (Castellanos ve Gralnik 2016).

Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi bildirilen kardiovaskiiler etkilere

bakildiginda; en sik goriilen yan etkilerin tasikardi ve kan basincinda artma oldugu
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goriilmektedir (Aksel ve ark. 2015; Davis ve Boddington 2015; CDC 2017; Weinstein
ve ark. 2017). Tasikardi, direkt bir sempatomimetik etkiden ziyade azalmis periferik
vaskiiler direng ve takiben gelisen kardiak outputu kalp hizini arttirarak siirdiirme
ihtiyacina baglh olarak goriilmektedir (Weaver ve ark. 2015). Ayn1 zamanda gogiiste
stkigma hissi, disritmiler bildirilmis olup gogiis agrisi, kardiak iskemi ve myokardial
enfarktiis belirtilerini igeren olgu sunumlart da bulunmaktadir (Davis ve Boddington
2015; Weinstein ve ark. 2017). Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi daha az siklikla
da olsa bradikardi ve hipotansiyon da goriilebilmektedir (Aksel ve ark. 2015; Altinisik
ve ark. 2015).

Gastrointestinal sistem bulgularina bakildiginda; sentetik kannabinoid kullanimi1
sonrast en sik bulanti, kusma, 6giirme goriildiigli bildirilmekte, agiz kuruluguna neden
olduguna dair olgu sunumlar1 bulunmaktadir (Altimisik ve ark. 2015; Davis ve
Boddington 2015; CDC 2017). Bir¢ok sentetik kannabinoid bilesigi (6zellikle JWH
018, JWH 073 ve AM-2201) kannabinoid hiperemesis sendromuyla® iliskili
goriilmektedir (Weaver ve ark. 2015; Cooper 2016; Weinstein ve ark. 2017).

Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi goriilen ndrolojik bulgulara bakildiginda;
tremor, ataksi, fasikiilasyonlar?, hipertonisite®, hiperfleksiyon ve hiperekstansiyon” gibi
motor norolojik etkiler, bas agrisi, uyusukluk, uykuya meyil, konfiizyon, sersemlik
rapor edilmektedir (Altinigik ve ark. 2015; Castellanos ve Gralnik 2016). Daha ciddi
norolojik etkilerde biling kaybi, koma, inme goriildiigi ile ilgili raporlar mevcuttur
(Gurney ve ark. 2014; Orsin ve ark. 2015; Castellanos ve Gralnik 2016).

Psikiyatrik bulgular icerisinde; dikkat, konsantrasyon ve hafiza bozukluklar1 en
sik gdzlenen kognitif etkilerdir. Dizartrik®, yavas, dezorganize konusma, uygunsuz
giilme, ajitasyon ve huzursuzluk, haliisinasyon, dezorganize diisiinceler, deliizyonlar

gibi psikotik semptomlar, Ofori, anksiyete ve panik semptomlarr gorildigi

! Kronik kannabis kullanicilari arasinda goriilen siklik kusma ve karmn agrisi olan bir kronik hastalik
2 Segirme, istemsiz kiigiik kas kasilmalari

3 Kas toniisiinde artma

4 Fleksiyon ve ekstansiyon hareketlerinde nétral sifira gére artma

5 Motor konusma bozuklugu, peltek konugma
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bildirilmektedir. Self mutilasyon® davramislari da sentetik kannabinoid kullanimina
sekonder nadir olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi
intihar distinceleri goriilebildigi de bildirilmektedir (Gurney ve ark. 2014; Altimisik ve
ark. 2015; Orsin ve ark. 2015; Castellanos ve Gralnik 2016; CDC 2017; Lafaye ve ark.
2017; Weinstein ve ark. 2017).

Sentetik kannabinoid kullanimi1 sonrasi bobrekte; akut tiibiiler nekroz ve akut
bobrek yetmezligi, akcigerlerde pulmoner disfonksiyon, hiperventilasyon, apne ve
pnomoni bildirilmistir (Gurney ve ark. 2014; Orsin ve ark. 2015; Castellanos ve Gralnik
2016; CDC 2017; Weinstein ve ark. 2017). Oftalmolojik olarak; kirmiz1 gz, bulanik
gorme, 1518a duyarlilik, pupil degisiklikleri (miyozis ya da midriazis) goriilebildigi
bildirilmistir (Castellanos ve Gralnik 2016).

Diger fiziksel bulgulara bakildiginda ise hipertermi, rabdomyoliz, uykusuzluk,

cilt problemleri, kulak ¢inlamasi goriilebildigi bildirilmektedir (Castellanos ve Gralnik

2016).

Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi laboratuar testleri hafif 16kositoz (WBC:
13.000-14.000) ve hipokalemi diginda genelikle normaldir (Castaneto ve ark. 2014).
Sentetik kannabinoid kullanimi sonrasi metabolik olarak hipokalemi yani sira
hiperglisemi ve asidoz da goriilebilmektedir (Castaneto ve ark. 2014; Castellanos ve

Gralnik 2016).

Olgu sunumlarinda sentetik kannabinoid kullanim1 sonrasinda esrar kullanimina
benzer ancak daha ciddi geri ¢ekilme semptomlari goriilebildigi bildirilmektedir
(Weaver ve ark. 2015; Castellanos ve Gralnik 2016; Weinstein ve ark.2017). Sik
kullanim sonras1 sentetik kannabinoid kullanmay1 aniden birakanlarda inme, kalp atis

hizinda artma, ¢arpinti, nefes darlig1 semptomlari bildirilmistir (CDC 2017).

Sentetik kannabinoidlerin kronik etkileriyle ilgili c¢aligmalar heniiz mevcut
degildir (Weaver 2015; CDC 2017).

6 Kendi kendine zarar verme davranist
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2.2. AM 2201

AM-2201 ([1-(5-fluoropentil)-1H-indol-3-il]-1-naftalenilmetanon) kannabinoid
reseptorlerine potent agonist etki gosteren, kotliiye kullanimi artan bir sentetik
kannabinoiddir. AM-2201, beyin fonksiyonlarinda psikoaktif ve keyif verici etkilere

neden olan giiglii farmakolojik etkiler olusturur (Kim ve ark. 2017).

AM-2201, JWH-018’den pentil zincirindeki bir flor atomu farkli olan, bir indol
tirevidir (Sekil 2-1). Bilesik aminoalkilindollerdendir (Koller ve ark, 2015). Molekiiler
formiilii C24H22FNO, molekiiler agirlig: 359,43 g/mol, erime noktasi 93.7 °C’dir (WHO
2014; Weinstein ve ark. 2017).

Sekil 2-1: AM-2201’in kimyasal yapis1 (Kim ve ark. 2017).

AM-2201’in sentezi ilk olarak 2001 yilinda Alexandros Makriyannis ve
Hongfeng Deng tarafindan agiklanmistir (WHO 2014). AM-2201 ismi, Alexandros
Makriyannis’in ilk harflerinden gelmektedir (Koller ve ark, 2015). AM-2201, THC’ye
kiyasla CB1 ve CB2 reseptorlerine gorece yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. Klinik
gozlem ve verilere gore; AM-2201’in sedasyon, kognitif disfonksiyon, tasikardi,
postural hipotansiyon, agiz kurulugu, ataksi, immunsupresyon, psikotrofik etkiler gibi
CB1 agonist etkileri gosterebilecegi kabul edilebilir. AM-2201 ¢esitli sitokrom P450
ailesi enzimleri tarafindan metabolize edilir. Yiiksek 1silarda AM-2201, kii¢iik ol¢iide
JWH-018 ve JWH22’ye doniisebilir (WHO 2014).

AM-2201"in kullanimin dogrulandig1 non-fatal vakalarda konviilsiyon, kusma,

tasikardi, sersemlik, kannabinoid hiperemezis sendromu ve diffiiz pulmoner infiltratlar

bildirilmistir (WHO 2014).
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2.3. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirti orijinal dokudan alinan hiicrelerden, primer kiiltiirden, bir hiicre
hattindan veya bir hiicre soyunun enzimatik, mekanik ya da kimyasal ayristirilmasindan
elde edilir (Freshney, 1994). Primer hiicre kiiltiiri; cerrahi olarak bir organizmadan
aliman hiicrelerin biiyiiyiip boliinebilecekleri uygun kiiltiir ortamima konulmasi ile

olusturulur (Ryan, 2008; Nema ve Khare, 2012).

Mevcut kiiltirden bazi hiicrelerin ya da tiim hiicrelerin taze bir medyuma
transferiyle yeni hiicre kiiltiiri yapilmasina subkiiltiir (alt kiiltiir) ya da pasajlama denir
(Nema ve Khare, 2012). Primer kiiltiir kabindaki hiicrelerin biiyiiyiip tim uygun kiiltiir
substratint doldurdugunda hiicrelerin biiylimeye devam edebilmelerine alan saglanmasi
icin pasajlanmalar1 gerekir (Ryan, 2008). Bir kiiltliriin pasajlanmast genel olarak
medyumun uzaklastirilmasi, tripsin ya da alternatif proteazlarla (az bagimli hiicrelerde
calkalanma yeterlidir) hiicrelerin ayrilmasi ve medyumda toplanmasi ve yeni kaplarda
uygun taze medyumla diliie edilmesi asamalarini igerir (Freshney, 1994). Hiicreler
ihtiyactan fazla oldugunda dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi uygun
kriyoprotektif ajanlarla isleme tabi tutularak dikkatlice dondurulup kriyojenik 1silarda
ihtiya¢ olana kadar saklanabilir (Ryan, 2008).

2.4. Sitotoksisite

Bir test maddesinin hiicre canliligt ve cogalmasi iizerine etkilerini saptamak
lizere kullanilan testlerdir (Rampersad 2012). In vitro sitotoksisite testleri, gogaltilan
hiicre kiilttirlerinde ve test edilecek maddenin en basit diizeyde hiicre canlilig1 iizerine
etkisini tespit etmek tiizere kullanilan testler olup, elde edilen veriler hiicre iizerinde
yapilacak diger incelemelerdeki maruziyet dozlariin belirlenmesinde oncii verilerdir.
Benzer sekilde, hayvan deneylerinde ilk dozun se¢imi ve kullanilacak hayvan sayisinin
azaltilmast amactyla yardimci test olarak oOnerilirler. In vitro sitotoksisite
degerlendirmesinde genellikle kullanilan metotlar; nétral kirmizi ya da floresan DNA
boyalar1 gibi intakt membrani olan hiicre fraksiyonlariin 6l¢timii, MTT testi gibi canl
hiicrelerin metabolizmalarinin 6l¢iimii veya ATP iceriginin, hiicre sayisinin, total DNA
ya da protein igeriginin, hiicre proliferasyonun Ol¢iimlerini icerir (The National

Academies of Sciences, Engineering, Medicine, 2015).
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Tripan Mavisi Testi

Tripan mavisi testi; canli hiicrelerin sahip oldugu intakt hiicre membranlarinin
tripan mavisi boyasini hiicre i¢ine almamasini temel alir. Tripan mavisi; canli olmayan
hiicrelerde - hiicrenin membran biitiinliigliniin kaybina bagli boyay1 almasi sonucu -
mikroskop altinda belirgin gdzlenebilen mavi renk birakan vital bir boyadir. Hiicre
siispansiyonu boyayla karigtirilir ve hiicrelerin boyayr almasi ya da hiicre disinda
birakmasi1 gorsel olarak degerlendirilir. Bu protokolde canli hiicrelerin sitoplazmasi
berrak, canli olmayan hiicrelerin ise mavidir. Tripan mavisi ile hiicre canlilik analizinde
geleneksel metot, manuel boyama ve sayim i¢in hemositometre kullanimidir (Strober

2001; Louis ve Siegel 2015).
Notral Kirmizist Alim Testi

Notral kirmizisi alim testinde canli hiicrelerin nétral kirmizi  boyasim
lizozomlarina alabilme 6zelligi temel alinarak canlilik olgiiliir. Zayif katyonik boya
hiicre membranlarini noniyonize pasif difiizyonla gegerek matriksin anyonik ve/veya
fosfat gruplarina elektrostatik-hidrofobik baglarla baglanarak lizozomlarda birikir.
Biriken boya canli hiicrelerden asitlendirilmis etanol soliisyonu kullanilarak ¢ikartilir ve
soliisyonda ¢6ziilmiis boyanin absorbanst 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olgiiliir. Olii hiicrelerin degisen membran 6zellikleri nétral kirmizisimin membrandan
alinmasin1 engeller. Bu nedenle tutulan boya miktar1 canli hiicre sayisiyla orantilidir

(Akremi ve ark. 2016; Repetto ve ark. 2008).
Tetrazolyum Rediiksiyon Testleri (MTT, MTS, XTT, WST-1)

Hiicre canliliginin tespitinde kullanilan kolorimetrik testlerde genel olarak
renksiz bir substratin canli hiicre tarafindan renkli bir {iriine doniismesi esast1 kullanilir.
Canli hiicrelerin saptanmasinda MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum
bromiir), MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimethoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolyum), XTT  (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksanilid) ve WST-1 (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyo]-1,3-
benzen disulfonat) en siklikla kullanilan tetrazolyum bilesikleridir. Bu bilesikler iki
temel kategoriye ayrilmaktadir. MTT; pozitif yiiklii olup kolaylikla canli dkaryotik
hiicrelere girebilirken; daha yakin zamanlarda gelistirilmis tetrazolyum bilesiklerinden

olusan ikinci grup bilesikler MTS, XTT ve WST-1 negatif yiikliidiirler ve tipik olarak
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tetrazolyumun formazan iriiniine rediiksiyonuna yardimci olmak i¢in elektronlar
stoplazma ya da plazma membranina transfer edebilen fenazin metil siilfat (PMS) ya da
fenazin etil siilfat (PES) gibi bir orta seviye elekron aliciyla birlikte kullanilirlar. Bu
ikinci grup tetrazolyum bilesikleri canli hiicreler tarafindan direkt hiicre kiiltiir
medyumunda ¢0zilinebilen formazan iirtinleri olusturmak i¢in indirgenebilir. Bu gelismis
tetrazolyum bilesikleri test prosediiriindeki bir basamagi formazan ¢dokeltilerinin
¢Ozlinmesi i¢in test ortamina ikinci bir reaktif eklenmesi gerekmediginden elimine
ederler, dolayisiyla da bu protokoller daha ¢ok tercih edilmektedirler (Mossman 1983;
Riss ve ark. 2016).

MTT testi; tetrazolyum tuzu MTT’ye dayali olarak canli hiicreleri
spektrofotometre ile Olgebilen bir kolorimetrik testtir. MTT testi; soluk sar1 renkli
tetrazolyum tuzu MTT’nin hasarsiz hiicrelerdeki mitokondrial siiksinat dehidrogenaz
enzim aktivitesiyle mavi-mor renkli formazan tiriiniine indirgenmesini belirler (Vian ve
ark. 1995). Tetrazolyum halkas1 aktif mitokondride parcalandigindan reaksiyon sadece
canli hiicrelerde olusur (Mossman 1983). Testte; MTT substrati fizyolojik dengeli
soliisyonda hazirlanarak kiiltiire hiicrelere eklenir (son konsantrasyon genellikle 0,2-0,5
mg/ml olacak sekilde) ve 1 ile 4 saat arasinda inkiibe edilir (Riss ve ark. 2016).
Formazan iriin miktar1 540-590 nm araliginda spektrofotometrede oOlgiiliir ve nispi
hiicre canliligi degerlendirilir (Wang ve ark. 2011). Test sartlar1 optimize edilirken goz
oniinde bulundurulmasi gereken; olusan sinyal miktarinin MTT konsantrasyonu,
inkiibasyon siiresinin uzunlugu, canli hiicre sayis1 ve canli hiicrelerin metabolik

aktivitelerini igeren ¢esitli parametrelere bagli oldugudur (Riss ve ark. 2016).
Laktat Dehidrojenaz (LDH) Testi

Ekstraselliiler medyumdaki LDH aktivitesinin dl¢iimiine dayali bir testtir. LDH
hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan stoplazmik bir enzimdir. Intraselliiler LDH kaybi
ve LDH 1n kiiltiir ortaminda saptanmasi hiicre membran hasarina bagli hiicre 6liimiiniin
bir gostergesidir. LDH iki basamakli reaksiyon ile dl¢iiliir. ilk basamakta; LDH laktatin
piriivata oksidasyonunu katalizlerken rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
olusturur. Ikinci basamakta bu yeni sentezlenen NADH kullamilarak bir tetrazolyum
tuzu (nitroblue tetrazolyum) renkli bir formazan {iriinline (metil hidrazin) doniistiiriiliir.

Uriin miktar1 LDH miktariyla orantilidir ve kolorimetrik olarak 490-520 nm arasinda
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spektrofotometre ile dlgiiliir (Fotakis ve Timbrell 2006; Chan ve ark. 2013; Zou ve ark.
2013).

Alamar Mavisi Testi

Alamar mavisi; aktif bileseni olan resazurin (7-hidroksi-10-oksidofenoksazin-
10-yum-3-on) suda ¢oOziinen, toksik olmayan, hiicre membranindan penetre olabilen,
pembe renkte yiiksek floresans gosteren resofurine rediikte olan mavi renkte bir
boyadir. Kiiltiir ortamina eklendiginde alamar mavisinin okside formu sitozole girer ve
mitokondrial enzim aktivitesiyle indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH), indirgenmis flavin adenin diniikleotit (FADH) ve flavin mononiikleotit
(FMNH) ile NADH’dan elektron alarak rediikte forma doniisiir. Bu redoks reaksiyonu
ile beraber kiiltiir medyumunun renginde 540-570 nm’de kolorimetrik ya da 530-560
nm’de fluorometrik olarak olciilebilen ¢ivit maviden floresan pembeye bir degisim olur

(Al-Nasiry ve ark. 2007; Rampersad 2012).
Sulforodamin B (SRB) Testi

SRB parlak pembe, iki sulfonik grubu olan amino ksantin yapisinda bir boyadir.
SRB’nin esast doku kiiltiiriinde trikloroasetik asitle fikse edilmis hiicrelerin protein
komponentlerine elektrostatik ve pH bagimli baglanma yetenegine dayanir. Hafif asidik
kosullarda boya baglanirken hafif bazik kosullarda boya hiicrelerden ekstre edilebilir ve
Ol¢lim icin ¢Oziinebilir. SRB’ye baglanan boyanmis hiicrelerden ekstre edilen boya
miktar1 direkt olarak hiicre kiitlesiyle orantilidir (Vicahia ve Kirtikara 2006; Voight,
2005).

2.5. Oksidatif Hasar

Serbest radikaller, dis orbitalinde eslenmemis elektron iceren atom veya
bilesiklerdir. Serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller
olup, elektronlari hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek hasar meydana
getirirler. Oksijen kaynakli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrojen
kaynakli serbest radikaller ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilir (Cakatay
ve Kayal1 2006; Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikaller araciligiyla gelisen hiicre zedelenmesi &zellikle,

membranlarda lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi ile



29

iligkilidir. Serbest radikaller; siilfidril aracili protein c¢apraz baglar1 olusturarak
parcalanmada artma veya enzimatik aktivitenin kaybina neden olabildikleri gibi direkt
olarak polipeptidlerin par¢alanmasina neden olabilirler. Hiicre membraninda ¢ift bagh
poliansatiire lipitler oksijen tiirevi serbest radikallerin etkisiyle kolayca zedelenebilir.
Bu reaksiyonlar hiicre membran o6zelliklerini (akigkanlik, iyon transportu vb.)
degistirebilir. ROS hem niikleer hem mitokondrial DNA'da baslica DNA zincirinde
kirilma, niikleik asit baz modifikasyonlari, deoksiriboz oksidasyonu ve DNA-protein
capraz baglar1 seklinde oksidatif hasar olusturabilirler (Bandyopadhyay ve ark. 1999;
Robbins ve ark. 2003).

Oksidatif hasar (stres), ateroskleroz, inflamatuar hastaliklar, belli kanserler ve
yaslanma siirecinde rol oynadigi gibi iskemi/reperfiizyon hasari, ndrodejeneratif
hastaliklar, alerji gibi bir grup hastaligin patogenezinde etkilidir (Young ve Woodside
2001; Mates ve ark. 1999).

ROS, UV radyasyon, toksik kimyasal ve ilaglar gibi dis kaynaklar, yaglanma ya
da zedelenme/inflamasyon gibi fizyolojik degisiklikler veya plazma membraninda
NADPH oksidaz enzimleri, fagositlerdeki myeloperoksidaz, mitokondrideki solunum
zinciri Uriinleri gibi hiicre i¢i endojen kaynaklara bagli ortaya ¢ikabilir (Morry ve ark.
2016). ROS’lar arasinda; siiperoksit, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil
radikalleri sayilabilir. Superoksit radikali; oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesiyle
meydana gelir. Siiperoksitin spontan dismutasyon reaksiyonuyla hidrojen peroksit
olusmaktadir. Hidrojen peroksitin énemli Ozelliklerinden biri stiperoksit radikalinin
tersine hiicre membranin1 gegebilme yetenegidir. Hidrojen peroksit aslinda gergek bir
serbest radikal olmamakla birlikte, hidroksil radikali olusumuna yol acabildiginden
onemli bir molekiildir. Hidroksil radikali ¢ok reaktif olup, canli hiicrede bulunan hemen
hemen her tip molekiille yiiksek oranda reaksiyona girebildiginden; oksidatif hasarda en
olas1 toksik reaktan olarak goriilmektedir (Erenel ve ark. 1992; Delibas ve Ozcankaya

1995; Young ve Woodside 2001; Karabulut ve Giilay 2016).

Oksidatif stres tayininde siklikla lipit peroksidasyon son {iriinleri
(malondialdehid vb), 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)
gibi antioksidan enzimler ile a-tokoferol, askorbik asit, Glutatyon (GSH), ubikinon,



30

sistein gibi antioksidanlarin  spektrofotometre, HPLC, GC/MS, ELISA ve
radyoimmunassay yontemlerle Ol¢iimleri kullanilmaktadir (Eken 2011; Ho ve ark.
2013).

ROS Tayini

ROS tayininde floresans problar kullanilarak flow sitometrik veya florimetrik
tayinler tercih edilir (Eruslanov ve Kusmartsev 2010). 2'-7'-Diklorodihidrofluoresein
diasetat (DCFH-DA) oksidatif stres i¢in intraselliiler prob olarak kullanilabilen, hiicre
zarmi gegebilen, floresan ozellik gostermeyen bir 2'-7'-diklorofluoresein (DCF)
prekiirsoriidiir. DCFH-DA’dan hiicre i¢i esterazlarla hiicre membranin1 gecemeyen
gorece olarak polar H2DCF olusur. Bu floresans 6zellik gdstermeyen molekiil hiicre
i¢inde birikir ve daha sonra oksidasyonla yiiksek floresans gosteren DCF {iriiniine yerini
birakir. DCF’in hiicrede birikimi 530 nm dalga boyunda floresans diizeyindeki artis ile
oOl¢iilebilir ve hiicredeki hidrojen peroksit konsantrasyonuyla orantili olarak kabul edilir

(Eruslanov ve Kusmartsev 2010).

Aerobik organizmalar enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlari i¢eren entegre
antioksidan sistemlere sahiptirler. Enzimatik antioksidanlar arasinda; stiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksidaz,
tioredoksin rediiktaz, eosinofil peroksidaz enzimleri sayilabilir (Sezer ve Keskin 2014).
SOD enzimi; siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize etmektedir
(Young ve Woodside 2001; Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012). Hidrojen peroksit
daha sonra CAT ya da GSH-Px enzimleri tarafindan ortadan kaldirilir (Young ve
Woodside 2001). CAT hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiiren ve biiyiik
oranda hiicrede peroksizomlarda lokalize bir enzimdir (Krishnamurthy ve Wadhwani.
2012). GSH-Px glutatyonu kullanarak hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalize eder ve
boylece hiicreyi oksidatif hasardan korur (Mates ve ark. 1999). GSH-Px yag asidi
hidroperoksitleri gibi diger peroksitleri de rediikte edebilir (Krishnamurthy ve
Wadhwani, 2012).

GSH, dokularda rediikte (GSH) ve okside (GSSG) olmak iizere iki sekilde
bulunan, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, hiicrenin yiikseltgenme ve
indirgenme dengesini koruyan 6nemli bir indirgeyici ajandir ve viicudun oksidatif strese

karst korunmada kullandig1 antioksidan bir tripeptitdir (Konukoglu ve Akgay 1995;
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Sezer ve Keskin 2014). GSH-Px enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla rediikte
formdaki GSH hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerle reaksiyona girerek bu
molekiillerin detoksifikasyonunda rol alirken, kendisi baska bir GSH molekiiliiyle
disiilfit kopriisii olusturarak GSSG formuna doniistir (Konukoglu ve Akgay 1995; Sezer
ve Keskin 2014). Hiicre i¢inde serbest radikallerin detoksifikasyonun siirdiiriilmesi igin
GSSG NADPH’1n kullanildig: bir reaksiyonla GSH-Rd enzimiyle tekrar rediikte GSH
formuna ¢evrilir (Aktas ve ark. 2005). GSH protein tiol gruplarinin oksidasyonu direk
olarak reaktif tiirlerle reaksiyona girerek ya da indirek olarak glutatyon transferazlar
(GSTs) araciligiyla da engellemektedir (Krishnamurthy 2012). Selenyum, bakir, ¢inko
ve manganezde antioksidan enzimlerin kofaktorleri oldugundan 6nemli elementlerdir

(Krishnamurthy ve Wadhwani 2012).

Nonenzimatik korunmada; C vitamin, E vitamini, beta karoten, tirik asit,
glutatyon gibi bir seri diisik molekiil agirlikli serbest radikal temizleyici, serbest
radikallerle reaksiyona girerek onlart daha az zararli ve daha stabil tiirevlere
doniistiirebilmektedirler (Kavas 1989; Erenel ve ark. 1992; Birben ve ark. 2012).

Pek ¢ok kanser tiiriinde yiiksek ROS seviyeleri saptanmakta ve malign
progresyon ve tedaviye direngle iliskilendirilmektedir (Morry ve ark. 2016). ROS,
kopiik hiicre olusumu ve arterlerde aterosklerotik plaklarin olusumuna neden olan,
diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), kolesterol ve kolesterol tiirevlerinin oksidasyonu ve
protein modifikasyonunu uyarabilir. Serbest oksijen radikallerinin membran lipid
peroksidasyonu ve proteolize sebep olarak miyokardial kontraktiliteyi azaltip,
miyokontraktil fonksiyonlarin bozulmas1 ve yapisal anormallikler, endotelyal
proinflamatuar sitokinlerin sentezlenmesine bagli endotelyal disfonksiyon ve
katekolaminlerin otooksidasyonu sonucu kardiak disfonskiyona neden oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, antioksidan enzim diizeylerinin ¢esitli kalp hastaliklarinda
azaldigi, C ve E vitamini gibi antioksidan alinmasi durumunda kardiyovaskiiler
hastaliklardan korunuldugu rapor edilmistir (Ayag 2010; Sezgin ve ark. 2004; Zhang ve
ark. 2014).
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Total Antioksidan Kapasite (TAK) tayini

Antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesinde kullanilan ve esasi ortamdaki
serbest radikal temizleyicilerinin miktarinin Glgiimiine dayanan bir tayindir. TAK
tayininde siklikla kullanilan testler; Troloks esdeger antioksidan kapasite (Trolox
equivalent antioxidant capacity, TEAC) gibi, bir madde oksidasyonunun inhibisyonu
yetenegini degerlendiren direkt testler ya da Ferri indirgenme antioksidan kapasitesi
(ferric reducing-antioxidant power/ferric reducing ability of plasma, FRAP) ve bakir
indirgenme antioksidan kapasitesi (cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC) gibi
bir O6rnegin bir metal kompleksi rediikte etme yetenegini degerlendiren indirekt
testlerdir. TEAC testi; bir 6rnekte bulunan antioksidanlarin test ile olusturulan okside
tirtinleri rediikte ya da inhibe etme yeteneklerinden temel alir. ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenz-tiazolin-6-sulfonik asid) uygun kimyasalla inkiibe edildiginde, bir ABTS
radikali (ABTS™) olusur. ABTS radikali 650, 734 ve 820 nm maksimum absorbansta
mavi-yesil renklidir. Ornekteki antioksidanlar ABTS radikalini rediikte ederek
antioksidan konsantrasyonuyla orantili olacak bir derecede bu renk olusumunu siiprese
ederler. Mavi-yesil kromofor absorbasinda azalma, ornegin antioksidan igerigiyle ters
orantilidir ve kontrol antioksidan, Trolox, hidrofilik bir E vitamini analogudur. FRAP
testi ferri iyonlarinin ferrdz iyonlara rediiksiyonunu esas alir. Ferri tripridiltriazin (Fe®*
TPTZ) kompleksinin, diisik pH ile Ornekteki antioksidanlar tarafindan ferroz
tripridiltriazin (Fe?*'TPTZ)’e rediiksiyonu ve 593 nm maksimum absorbansta mavi
renkli olan bu son {irlinlin absorbansindaki degisiminin plazmanin antioksidan
kapasitesi ile iliskili olmasi esasindan temel alir. CUPRAC testi bir ornekteki

e rediikte etme

antioksidanlarin, selat yapici ajanlarm varligimda Cu*?’yi Cu
kapasitesini degerlendirir. Bu selat yapici ajanlar Cu** ile maksimum absorbansa sahip
renkli stabil kompleksler olustururlar. Bu absorbans degeri TAK ile orantilidir (Kusano

ve Ferrari 2008; Rubio ve ark. 2016).
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2.6. Apoptozis ve Otofaji
Apoptozis

Aktif, inflamasyon ortaya c¢ikarmayan programlanmis hiicre 6liim siireci olup
gelisim ve yaslanma siirecinde normal olarak, dokulardaki hiicre popiilasyonun
stirdiiriilmesinde hemostatik mekanizma olarak, ayni zamanda immun reaksiyonlar ya
da zararli ajanlara baglh hasarda bir defans mekanizmasi olarak olusmaktadir (Elmore
2007; Fink ve Cookson 2015). Apoptozis, tiimor nekroz faktor-o (tumor necrosis factor,
TNF-a), ilk apoptoz sinyal reseptorii (First apoptosis signal receptor, FAS),
diferansiasyon kiimesi-95 (cluster of differantiation-95, CD-95), apoptoz antijen-1
(Apoptosis antigen-1, APO1) ve TNF baglantili apoptoz indiikleyici ligand R1 (TNF-
related apoptozis inducing ligand R1, TRAIL) reseptorleri gibi hiicre ylizey oliim
reseptorleri araciligiyla ekstrinsik yolla veya mitokondrial sinyal yolaklari ile intrinsik
yolla tetiklenebilir. Her iki durumda da kaspazlarin aktivasyonu mitokondrial membran
gecirgenligi ile sonuglanarak hiicrenin yikimina 6nciiliik eder (Nikoletopoulou ve ark.
2013). Iki yolagin birbiriyle baglantili oldugu ve bir yolaktaki molekiillerin diger yolag
da etkiledigini gosteren c¢aligmalar vardir. Bu iki yola ek olarak T hiicre aracili
sitotoksisite ve perforin-granzyme bagimli hiicre 6limii de bulunmaktadir (Elmore
2007).

Apoptozise, hiicrenin yuvarlaklasmasi, c¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi, hiicresel hacimde azalma, kromatin kondensasyonu, niikleer
fragmantasyon, klasik olarak stoplazmik organellerde ultrastriktiiel modifikasyon
olmamasi1 ya da ¢ok az olmasi, hiicre membraninda tomurcuklanma, siirecin son
safhalarina kadar membran biitiinliigiiniin korunmasi eslik eder (Tomatir 2003; Kroemer
ve ark. 2009). Apoptozis hiicresel fragmanlarin membranla ¢evrili pargalara
ayrilmasiyla karakterizedir. Bu fragmanlar ya da apoptotik cisimler diger hiicreler
tarafindan alinarak fagozomlarda yikilir (Fink ve Cookson 2015). Apoptotik hiicrenin
hiicresel iceriginin etraftaki dokulara serbestlesmemesi ve makrofajlar ya da komsu
normal hiicrelerce hizlica fagosite edilmesi nedeniyle inflamatuar reaksiyon

olusmamaktadir (Elmore 2007).

Apoptozisin regiilasyonu p53 ile baslayan kaspazlara kadar devam eden bir

stirectir. Apoptozis regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu aileden Bcl-2, Bcl-
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xL, Bcl-W, Boo, Mcl-1 apoptozisi inhibe ederken, Bax, BH3 aileleri proapoptotiktir.
Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri mitokondri zarinin permeabilite
gecis poruna baglanir, bu baglanma segici iyon gegirgenligini azaltir ve sitokrom ¢ ve
apoptoz indiikleyici faktor (apoptosis inducing factor, AIF) gibi mitokondri zar1 i¢inde
yer alan faktorler stoplazmaya geger. Sitokrom c, bir stoplazma proteini olan Apaf-1’e
baglanmas1 prokaspas 9’u aktive eder ve olusan kompleks apoptosom olarak
isimlendirilir (Tomatir 2003). Kaspaz 9 prokaspaz 3’ aktif kaspaz 3 haline
getirmektedir. Ekstrinsik yolakta ise 6lim reseptorii ligand baglanmasi ile prokaspaz
8’den aktif kaspaz 8 olusumu saglanir ve aktive kaspaz 8 ya direkt olarak ya da indirekt
olarak kaspaz 9’u aktive ederek kaspaz 3’1 aktivite eder. Aktif kaspaz 3, kaspaz aktive
edici DNAaz (caspase activated DNAase, CAD)’1 serbestlestirir. CAD ¢ekirdekte
kromatin yogunlagmasi ve DNA’da fragmantasyona neden olur. Apoptoziste
kromatindeki degisikliklerin baglamasindan hemen 6ncesinde sitozolik Ca diizeyinde de

onemli bir artig olur (Tomatir 2003; Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptozis tayininde siklikla elektron ve floresans mikroskopisi, faz kontrast
mikroskopisi, Annexin V yontemi, TUNEL yontemi, Western Blot ile apoptozise 6zgii
proteinlerin (Bcl-2, kaspaz 3, sitokrom ¢ vb.) tayini yontemleri kullanilir (Giiles ve Eren
2008).

TUNEL yontemi; apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ve dl¢iilmesi i¢in kullanilan
DNA zincir kiriklarinin flokromlarla etiketlenerek belirlendigi bir yontemdir. DNA
zincir kiriklar1 apoptoziste goriilen en karakteristik olaylardandir. DNA zincir kiriginin
3-OH sonunun florokrom ekzojen terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak etiketlenmesi TUNEL yontemi olarak bilinmektedir (Darzynkiewicz ve ark

2008; Giiles ve Eren 2008).

Annexin V yonteminde fosfatidilserinin saglikli hiicrelerde plazma membraninin
i¢ yliziinde lokalize olmasindan yola ¢ikilir. Apoptoziste hiicre zarnin i¢ ylizeyinden
disariya fosfotidilserin translokasyonu olur, bu durum ayni zamanda apoptotik cisimin
fagositozu i¢in bir uyaricidir. Annexin V, bir rekombinant fosfatidilserin baglayici
proteindir ve spesifik olarak fosfatidilserine baglanir. Annexin V floresanla
isaretlendiginde (FITC etiketli) floresans mikroskop ya da flow sitometrik olarak

degerlendirilebilir ve apoptozis tayininde kullanilabilir. Propidium iodiir (PI) gibi
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membran1 gecemeyen niikleik asit boyalarmin kullanilmasi ile nekroz kontrolii ve
fosfotidilserin pozitif hiicrelerin membran biitiinligl gosterilerek erken ve ge¢ apoptotik

hiicre ayrimi yapilir (Tomatir 2003; Elmore 2007; Fink ve Cookson 2015).

Flow sitometrik inceleme temel olarak akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin
bir 151k demeti Oniinden tek tek gecirilerek hiicrelerin incelenmesi ve elde edilen
verilerin istatistiksel analiz ve grafik haline getirilerek yorumlanmasina dayanir. Flow
sitometri cihazinin farkli detektorleri ile hiicrenin boyutu (forward scatter channel
(FSC) detektorii), hiicrenin graniiler igerigi (side scatter channel (SSC) detektorii) ve
degisik dalga boylarinda floresan Ol¢timii saglayan floresan filtre ve dedektorleri ile
incelemek istedigimiz antijene ait monoklonal antikorun floresansi Olgiilebilir. Flow
sitometri ile birden fazla floresans madde kullanilarak ayni1 anda birden fazla
parametrenin incelenmesi de miimkiindiir. Flow sitometri degerlendirilmesi yapilirken
oncelikle hiicre dagilimina bakilarak incelenecek hiicre grubu segilir, bu islem kapi
alma olarak adlandirilir. Kapilar baslica analiz edilen alandaki dislanmak istenen
hiicrelerin uzaklastirilmas1 ve azaltilmasinda kullanilir. Elde edilen veriler farkli
grafiklerle gosterilebilmektedir. Siklikla tek parametre degerlendirmelerinde
histogramlar, birden fazla parametre degerlendirmelerinde ise nokta alan grafikleri
kullanilmaktadir (Taneli 2007; Karaboz ve ark. 2008; Kanev ve Muranli 2016).

Otofaji

Otofaji ya da tip 2 hiicre 6liimii; hiicresel komponentlerin dlen hiicre igerisinde
otofajik vakuollerde yikimiyla karakterizedir (Fink ve Cookson 2015). Otofaji, apoptoza
ek ya da alternatif olarak diisiiniilen temel 6liim yollarindan biridir (Karadag 2016).
Otofajinin morfolojik karakteristikleri vakuolizasyon, stoplazmik icerigin degradasyonu
ve hafif kromatin kondensasyonudur. Otofajik yolak stoplazmik materyalin ve/veya
organellerin otofagozom olarak bilinen ¢ift membranl vezikiiller i¢ine alinmasiyla
baslar (Fink ve Cookson 2015; Karadag 2016). Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla
flizyona ugrar ve igerik degrade olur. Otofajinin, apoptozisten farkli olarak, besin
yoklugu ya da hiicresel stres durumunda hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii
saglayarak hemostazisin korunmasinda yardimecr oldugunu gosteren c¢alismalar
mevcuttur (Karadag 2016). Fosfotidilinositol 3 kinazlar (phosphotydinil-3 kinaz, PI3K)

otofajik vakuol olusumunun kontroliinde ana sinyal molekiilidiir (Karadag 2016).
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Otofaji tip I ve III PI3Klar tarafindan diizenlenir. Otofajide temel mekanizmay1
olusturan genler otofaji ile iliskili genler (autophagy related genes, ATG) olarak
adlandirilir (Karadag 2016). Otofajinin degerlendirilmesinde elektron ve floresans
mikroskopisi, Western Blot ve flow sitometrik yontemler kullanilabilir. Akridin oranj
siklikla flow sitometride kullanilan hiicre membranint gegebilen, proton eklenebilen,
yesil florofor bir boyadir. Akridin oranj, asidik kompartmanlarda kirmizi floresan verir.
Akridin oranjin metakromatik degisimi konsantrasyon bagimlidir. Akridin oranj asidik
vezikiiler organellerde (otolizozom gibi) tutulur ve bu nedenle kirmizi floresans verir.
Akridin oranjin otolizozomal birikimi flow sitometrik olarak degerlendirilebilir (Thomé

2016).
Nekroz

Nekroz genel olarak irreversbl ekzojen zedelenme ile olusan hiicre Sliimiiniin
makroskopik ve histolojik karsilig1 olarak kullanilir. Morfolojik olarak hiicre hacminde
artma, organellerde sisme, hiicre membraninin ve takiben hiicre igeriginin kaybiyla
karakterizedir.  Nekrotik  hiicreler, inflamatuar  cevabi  uyaran  faktorleri
serbestlestirdiginden nekrotik olimi tipik olarak inflamatuar reaksiyonlar takip eder

(Kroemer ve ark. 2009; Nikoletopoulou ve ark. 2013; Robbins 2003).

2.7. Kardiak Biyogostergeler
Kalp hasarinda kana salinan ve kardiovaskiiler hasarin gostergesi olarak
degerlendirilen baslica kardiak biyogostergeler arasinda kardiak troponin T ve troponin
I, CK-MB (kreatin kinaz), miyoglobin, B tip natriiiretik peptid (BNP), C-reaktif protein
(hsCRP), myeloperoksidaz ve iskemi modifiye albiimin (IMA) sayilabilir (Acosta 2008;
Singh ve Nigam 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet
(15-300 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik boru

(1-10 pL; 30-300 pL)

Avyarlanabilir otomatik pipet

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

(0,1-2,5 pL; 0,5-10 pL; 10-100 uL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop

Flow sitometri

Hassas terazi

Karbondioksitli inkiibator

Laminar akimli kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mili-Q saf su cihazi

Orbital ¢alkalayici

Otoklav

Otomatik hiicre sayma cihaz

pH metre

Sogutmal1 mikrosantrifiij

Sogutmali santrifiij

Argelik

Bosch

Nuaire Ultralow Freezer

Heraeus

Olympus (CX41)

Novocyte 1000 (Acea)

Sartorius, Mettler

Thermo Scientific (Heracell 150i)
Tezsan

Biotek (Epoch)

Merck Millipore

Stuart (SSM1)

Hirayama (HV-50L)

Luna (L10001-LogosBiosystems)
Hanna (PH 211)

Hettich (Micro 200)

Hettich (Universal32)



Ultrasonik banyo Ultrasonic LC 30 H

Vorteks Ika (NC 28405)

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

AM-2201 Lipomed (Lot Nr: 1503.1B1.1)
Antibiyotik ¢cozeltisi Multicell (450 201EL)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Biomatik (A2424)

Dulbecco’nun modifiye edilmis besiyeri (DMEM)Multicell (319005 CL)
(High glucose)

Etil alkol Merck (K38999227)
Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) Multicell (311415CL)
(divalent katyonlar1 (Ca**, Mg*™) i¢ermeyen, pH 7,4; 10X)

Fotal sigir serum (FBS) (inaktive edilmemis) Capricon (FBS-12A)
MTT Biomatik (A3338)

(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)

TAK tayin Kiti Sigma (MAK187)
Tripan mavisi Fluka (93595)
Tripsin (1:250) Multicell (625-035-TG)

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Falkon tiip (50 mL) Interlab
Hiicre kiiltiir kab1 (25 cm?; 75 cm?) Nest, Corning
Kriyo vial (1,5 mL) Axygen
Mikroplaka (6, 24 ve 96 kuyulu) Nest
Mikrosantrifiij tiipti (1000 pL) Eppendorf
Pastor pipeti (3 mL) Interlab

Petri kutusu (7-10 cm) Nest

38



39

Pipet ucu (10-100 pL; 100-1000 pL) Axygen T
Santrifiij tlipii (15 mL) Interlab
Steril enjektor ucu filtre (0,22 pum) Millex-GS

3.4. Kullanilan Yontemler
Calisma Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dal1 laboratuarlarinda gerceklestirilmistir.

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Dizisinin Temini

Calismada kullanilan sigan kardiyomiyoblast hiicre dizisi; H9¢2 (2-1) (ATCC®
CRL-1446™) Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Cell Culture,
ATCC) bankasindan satin alindi. Hiicre dizileri kriyo vialler igerisinde -196 °C'de sivi

azot tanki i¢erisinde saklandi.
Hiicre Dizisinin Acilmast

Kullanilan ¢ozeltiler:

FBS cozeltisi: Inaktive edilmemis FBS 30 dk 56 °C’de ve 10 dk 37 °C’de inkiibe
edilerek inaktive hale getirildi.

Antibiyotik ¢ozeltisi: 1 mL penisilin/streptomisin (10.000 U/10.000 pg/mL) 9

mL steril suda ¢oziildii.

FBS ve antibiotik ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra 0,22 pm capindaki steril

filtrelerden gegirilerek sterilize edildi.

Hiicre kiiltiir besiyeri (Serumlu): 10 mL FBS c¢ozeltisi ve 1 mL antibiyotik
cozeltisi (%1) 89 mL DMEM (4,5 g/L glukoz) besiyerine ilave edildi. Hiicre besiyeri
+4 °C’de muhafaza edildi.

Sivi azot buharinda soguga dayanikli vialde saklanan hiicreler 37 °C’lik su
banyosunda 1-2 dk siire ile bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Hiicreler 15 mL’lik
falkona alind1 ve 5 mL serumlu besiyeri ilave edilerek pipetajlama yapildi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi, siipernatant atildi. Uzerine tekrar

5 mL serumlu besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu tekrar 1200 rpm’de 3 dk santrifiij
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edildi. Siipernatant atilarak kalan hiicre pelletine 1 mL serumlu besiyeri eklenerek
pipetajlama yapild: ve hiicre siispansiyonu 25 cm?’lik ya da 75 cm?®’lik flasklarda 5-10
mL serumlu medyum igerisine ekilerek 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
siireyle inkiibe edildi. Faz-kontrast invert mikroskop ile hiicrelerin yogunlugu diizenli
olarak kontrol edilerek hiicre yogunlugunun yaklasik %70 konfluent duruma geldigi

tespit edilince hiicreler pasajland1 ya da testlerde kullanildi.
Hiicrelerin Pasajlanmasi
Kullanilan ¢ozeltiler:
PBS ¢ozeltisi (1X): 10 mL PBS ¢ozeltisi (10X) 90 mL steril su ile seyreltildi.

Tripsin - EDTA ¢ozeltisi (%0,2 - %0,04): 0,04 g EDTA ve 0,2 g tripsin 100 mL
PBS ¢ozeltisi (1X) nde ¢oziildii.

Hiicre pasajlama isleminde; oOncelikle hiicre kiiltiir flaskindaki siipernatant
ortamdan uzaklastirildi. Hiicresel ve serum kaynakli artiklarinin uzaklastirilmast igin
hiicrelerin yilizeyi PBS (1X) ile yikandi. Hiicrelerin tutunduklar yiizeyden ayrilmalari
icin kiltir ortamina tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C’de, %5 CO2’li
inkiibatorde 5-10 dk bekletildi. Tutunduklar1 yilizeyden ayrilan hiicrelerin {izerine
serumlu besiyeri eklendi ve hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk siire ile santrifiij
edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Hiicreler otomatik hiicre sayma cihazi ile
sayilarak yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde yeni kiiltiir ortamlarma aktarilip serumlu

besiyeri eklenerek 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi.
Hiicrelerin Stoklanmast
Kullanilan ¢ozelti:

Hiicre stok besiyeri (DMSO’lu): 1 mL DMSO ve 1 mL FBS ¢ozeltisine 100 pL

antibiyotik ¢ozeltisi (%1) ve 7,9 mL hiicre kiiltiir besiyeri eklenerek hazirlandi.

Hiicre kiiltlirliinde meydana gelebilecek risklere karst hiicreler, belli araliklarla
dondurularak saklandilar. Hiicre stoklanmasi amaciyla flasktaki hiicreler tripsin
uygulamasi ile yapistiklart yiizeyden kaldirildilar. Serumlu medyum ilavesini takiben
hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk siire ile santrifiij edildi. Siipernatant

uzaklastirildi. Saklanacak olan hiicre pelletinin {izerine hazirlanan hiicre stok besiyeri 1
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mL ilave edilip, pastér pipeti ile pipetajlama yapilarak karistirildi. Yaklasik 10°
hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 soguga dayanikli kriyo viallere
alinarak, sirasiyla 30 dk -20 °C’de, 16-24 saat -80 °C’de bekletildikten sonra sivi azot

tankina kaldirilarak saklandi.

3.4.2. Maruziyet Ortanm
AM-2201 (C24H22FNO; molekiil agirligi: 359,44; beyaz liyofilize toz; CAS No:
335161-24-5) Lipomed (Lot Nr: 1503.1B1.1V1; Art. Nr: JWH-1503-1; Arlesheim-

Isvigre) firmasindan tedarik edilmistir.

AM-2201 stok ¢ozeltisi (100 mM): 1 mg AM-2201 27 uL DMSO’da ¢oziilerek

hazirlandi.

Toksisite testleri icin maruziyet siiresi 48 saat ve maruziyet konsantrasyonlari
12,5; 25; 50 ve 100 uM olarak belirlendi. Maruziyetlerde 6 ve 96 kuyulu mikroplakalar
kullanildi.

3.4.3. Sitotoksisitenin Tespiti
WST-1 Testi

Testte WST-1 (Roche Cell Proliferation Reagent, Roche, Almanya) kullanildi.
Testin yaplisi:

96 kuyulu mikroplakalara 2,5x10? hiicre/100 pL medyum/kuyu olacak sekilde
hiicreler dagitilarak 37 °C’de %5 CO3’li inkiibatdrde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga test maddesi ¥ oraninda seyrelen 12,5; 25; 50 ve
100 puM maruziyet konsantrasyonlarinda ve 3’er tekrar olacak sekilde tatbik edildi. 48
saatlik maruziyet sonrasi her kuyuya 10 pl/kuyu WST-1 eklendi ve 37 °C’de %S5
COy’li inkiibatorde 30 dk bekletildi. Kor kontrol amaciyla kuyucuga 100 uL besiyeri ve
10 uL WST-1 eklendi. Mikroplaka 150 rpm’de 1 dk. orbital galkalayicida calkalandi.
Spektrofotometre ile 420 nm’de absorbans 6lgiildii. Deneyler ayni kosullarda farkli 2

giinde, her bir konsantrasyon i¢in 3’er tekrar olacak sekilde yapildi.
Degerlendirme:

Negatif kontrol hiicrelerinde gozlenen absorbans degeri (optik dansite, OD)

%100 canliliga esdeger kabul edilerek; test maddesi AM-2201’e maruz kalan
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hiicrelerdeki 6lim orani negatif kontroliin yilizdesi seklinde asagidaki formiile gore

hesaplandi:
% inhibisyon konsantrasyonu (IC) = 100 — (ort. ODmadde X 100 / 0rt.ODnegatif kontrol)

Bir mikroplakadaki tekrarlar i¢cin absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ve
kontrol ile 6rnek absorbanslarindan kor absorbansi cikarilarak diizeltilmis absorbans
degerleri elde edilerek hesaplama yapildi. Caligmada sitotoksik etki potansiyelleri %50
inhibisyon konsantrasyonu (ICso) iizerinden degerlendirildi. Oliim-konsantrasyon &lgii

egrisinin elde edilmesinin ardindan ICso degeri egri lizerinden hesaplandi.
LDH Testi
Testte Roche LDH cytotoxicity detection kit (Roche, Almanya) kullanildi.
Reaksiyon karisimi (100 test icin);
250 pL Katalist (sise 1- mavi kapak - diaforaz/NAD karisimi)

11,25 mL Boya soliisyonu (sise 2 - kirmuzi kapak - iodotetrazolyum

kloriir/sodyum laktat karigimzi)
Testin Yapilisi:

96 Kuyulu mikroplakalara 2,5x10° hiicre/100 pL medyum/kuyu olacak sekilde
hiicreler dagitilarak 37 °C’de %5 COy’li inkiibatérde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Besiyeri inkiibasyon siiresince hiicrelerden saliman LDH‘y1 uzaklastirmak igin
mikroplakadan uzaklastirildi ve her kuyuya 100 pL taze besiyeri eklendi. Baska bir
mikroplakada seri diliisyonlar halinde test maddesi hazirlandi ve her kuyucuga 100 pL
besiyeri i¢inde test maddesi eklendi. 12,5; 25; 50 ve 100 uM maruziyet
konsantrasyonlarinda 48 saatlik maruziyet sonrasi mikroplakalardan 100 pL
supernatant; alttaki hiicre pelletine degmeden uzaklastirilarak baska bir mikroplakaya
alindi. Alinan supernatanta taze hazirlanan reaksiyon karisimindan 100’er pL eklendi ve
1siktan korunarak 30 dk inkiibe edildi. Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile 490

nm’de absorbans dl¢iildii.

Kontrol gruplar1 olarak; kor kontrol (besiyerindeki LDH aktivitesi) olarak
sadece besiyeri eklenen kuyular, pozitif kontrol olarak hiicre ve besiyerinde triton X-

100 (son konsantrasyon %1 olacak sekilde; LDH aktivitesini etkilemeden hiicrelerin
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lizisiyle LDH‘in serbest kalarak degerlendirilebilmesi icin) eklenen kuyular, negatif
kontrol (normal test maddesi uygulanmamis hiicrelerden spontan LDH salinimini

gormek igin) olarak da besiyeri ve hiicre eklenen kuyular kullanildi.
Degerlendirme:

Mikroplakadaki tekrarlara gore absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ve
ornek absorbanslarindan kor absorbansi ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri elde

edildi. Asagida belirtilen formiile gore % sitotoksisite hesab1 yapild;
%|C:(0Dmadde‘ODnegatif kontroI)XlOO/(O Drtriton x-100-O Dnegatif kontrol)

Deneyler ayni kosullarda iki farkli giinde her bir konsantrasyon igin 3’er tekrar
olacak sekilde yapildi.

3.4.4. Oksidatif Hasar Potansiyelinin Tespiti

Diklorofluoressein (DCF) Testi
Kullanilan ¢ozeltiler:

2", 7"-diklorodihidrofluoressein diasetat (H,DCF-DA) (stok ¢ozeltisi): 20 mM
olacak sekilde DMSO’da ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

BSA ¢ozeltisi: 30 mg Bovine Serum Albumin (BSA) 3 mL PBS igerisinde

¢Oziindiiriilerek hazirlandi.
Testin Yapulisi:

Hiicreler 6 kuyulu mikroplakalara yaklasik 2,5x10°/mL/Kuyu olacak sekilde
dagitildi ve 37 °C’de %5 CO,’li inkiibatdrde 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda ortamdaki slipernatant uzaklastirilarak, kuyular 1 mL PBS (1X) ile
yikandi. 12,5; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda AM-2201 eklendi ve 48 saat siire
ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyular 1 mL PBS (1X) ile 2 defa yikandu.
%0,2’lik tripsin ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edilerek hiicreler tripsinize edildi ve
mikrosantrifiij tiipiine (1,5 mL) alindi. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk siire ile
santrifiij edildikten sonra 3 kere 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Hiicre pelleti 1 mL PBS
(1X) 1ile stlispande edildi. Hiicre siispansiyonuna 1 pl. 20 mM olacak sekilde H,-
DCFDA ilave edilerek 37 °C’de %5 CO,'li inkiibatorde 30 dk stre ile inkiibe edildi.
Hiicreler PBS (1X) ile yikanip 150 pLL BSA ile siispande edildi. Ardindan flow sitometri
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cihazinda Ex/Em: 488/535 nm’de okutuldu. Flow sitometri ile hiicrelerin floresans

yogunlugu 6l¢iildii ve her tiipte 20.000 hiicre degerlendirildi.
Degerlendirme:

Bilgisayar programi (NovoExpressSoftware) ile analiz edilen hiicrelerden
FSC/SSC grafigindeki alanlardan DCF floresan1 gosteren hiicreler belirlenerek
kapilama yapildi (M2 kapisi). Sonuclarda, serbest oksijen radikallerinin varligi, total
hiicre miktarinin yiizdesi olarak (M2 %) ifade edildi. Negatif kontrol olarak PBS
kullanildi. Deneyler ayni kosullarda iki farkli glinde her bir konsantrasyon en az ii¢

tekrar olacak sekilde yapildu.
TAK Testi

Calismada Total Antioxidant Capacity Assay Kit (Almanya) kullanildi. Kit
protokoliine gore; bakir (Cu*?) iyonu hem kiiciik molekiiller hem de proteinler
tarafindan Cu*'ya dontstiiriiliir. Bununla birlikte, protein maskesinin kullanimi protein
ile Cu*? indirgemesini engeller ve yalmizca kiigiik molekiil antioksidanlarinin analizini
saglar. Cu*! iyonu kolorimetrik prob ile selat yapar ve bu selat 570 nm'de maksimum

absorbans verir, bu absorbans degeri total antioksidan seviyesi ile orantilidir.

Antioksidan standart olarak vitamin E’nin suda ¢6ziinen esdegeri Trolox ((£)-6-

hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) kullanilir

Kuyucuklara 4-20 nmol konsantrasyon araliginda olacak sekilde stok Trolox

¢ozeltisinden eklendi. Orneklere ve Trolox standartlarma asagida belirtilen prosediir

uygulandi.

Kit icerigi:
Cu™*? reaktifi 0,2 mL
Seyreltme ¢ozeltisi 10 mL
Protein maske 10 mL

Trolox standard (1 pmol) 1 vial
Testin yapilisi:

Cu*? test soliisyonu hazirlamak icin, 1 kisim Cu*? reaktifi ile 49 kisim seyreltme

cozeltisi karigtirildi. Trolox standardina 20 pL DMSO ilave edilerek vorteks ile



45

karistir1ldi. Uzerine 980 pL su ilave edilerek 1 mM Trolox standart ¢ozeltisi elde edildi.

Pipetleme ile iyice karistirilan ¢ozelti -20 °C'de 1s1ktan korunarak saklandi.

Yaklasik 2.5x10%/100 pL/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu siyah mikroplakalara
dagitilan hiicreler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 100 pL. PBS (1X) ile yikandu.
Trolox standart ¢ozeltilerini hazirlamak tizere; 96 kuyulu mikroplakalarda 0 (bos, kor),
4, 8, 12, 16 ve 20 nmol/kuyu olacak sekilde 1 mM (1 nmol/uL) Trolox standart
¢ozeltisinden 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 uL ilave edildi ve kuyularin hacimleri 100 pL'e
bidistile su ile tamamlandi. AM-2201 maruziyeti i¢in ise kuyulara 12,5; 25; 50 ve 100
uM konsantrasyonlarda AM-2201 eklendi. Mikroplaka 48 saat siire ile inkiibe edildi.
Her bir konsantrasyon igin 3 kuyu planlandi. Deney giinii her kuyuya 100 pL Cu*? test
sollisyonu 1ilave edildi, oda sicakliginda ve karanlikta 90 dk inkiibe edildi ve 570
nm’deki absorbanslar1 spektrofotometride 6l¢iildii. Deneyler ayn1 kosullarda iki farkl

giinde her bir konsantrasyon en az 3 tekrar olacak sekilde yapildi.
Degerlendirme

Trolox standart konsantrasyonlarinin absorbsiyon degerleri ile linear regresyon
analizi uygulanarak Trolox standart egrisine ve bu egriyi tamimlayan esitlige ulasildi.
Sonuglar Trolox esdeger antioksidan kapasitesi (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity, TEAC) degeri olarak ifade edildi. Orneklerin total antioksidan seviyeleri de
bu egri denkleminden yola ¢ikarak hesaplandi. Trolox 0 standardi kor olarak kullanildi
ve tiim degerlerden cikartildi. Trolox standartlariyla elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak absorbans-standart egrisi ¢izildi. Test her calisildi§inda yeni bir standart

egri hazirlandi.
C=SA/SV

C = Trolox esdeger konsantrasyonu (mM Trolox esdegeri; Ornegin antioksidan

konsantrasyonu nmol/pL)
SV = Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (pL)

SA = Ornegin standart egriden elde edilen Trolox esdegeri (nmol)
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3.4.5. Apoptoz Potansiyelinin Tespiti

Anneksin V-FTIC/PI Apoptozis Testi

Kit Icerigi:
Anneksin V-FITC 0,5mL
Propidium iyodiir(PI) 1mL

10 X Baglayici tampon 30 mL
Testin Yapilisi:

Hiicreler, 6 kuyulu mikroplakalara yaklasik 2.5x10°/mL/kuyu olacak sekilde
dagitilip 37 °C’de %5 CO,’li inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonras1 ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL PBS (1X) ile
yikandi. Kuyulara 12,5; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda AM-2201 maddesi
eklenerek 48 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kuyular 1 mL PBS (1X) ile
2 kez yikand1 ve 9%0,2’lik tripsin ¢dzeltisinden 0,5 mL ilave edilip hiicreler tripsinize
edildi. Mikrosantrifiij tiipiine (1,5 mL) alinan hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk
stire ile santrifiij edildi. Hiicre pelleti 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Distile su ile 1/10
oraninda seyreltilen baglayici tampondan 1 mL ilave edilerek hiicreler yikandi ve 1200
rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Hiicre pelleti 1-5x10%/mL olacak sekilde baglayici tampon
(1X) ile siispande edildi. 100 pL hiicre siispansiyonuna 5 pL. Annexin V eklendikten
sonra 15 dk siireyle oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Hiicre pelleti 1 mL
baglayic1 tampon (1X) ile tekrar yikanarak 200 pL baglayici tampon ile siispande
edildi. Stispansiyonun tizerine 5 puL. PI eklendi ve flow sitometri cihazinda Annexin V-
FTIC i¢in Ex/Em: 494/518 nm, PI i¢in Ex/Em: 535/617 nm olarak kullanilarak

okutuldu.
Degerlendirme:

Flow sitometri cihazinda bilgisayar programi (NovoExpress Software) ile analiz
edilen hiicreler FSC/SSC grafiginde belli alanlara diiser ve bu alanlardan incelenecek
hiicrelerin yeri belirlenerek kapilama yapilir. Grafigin 4 bolgesine diigsen hiicrelerin her
birisi farkli 6zellikteki hiicreleri gdstermektedir. Nekrotik hiicreler Annexin V (negatif)

| PI (pozitif); canli hiicreler Annexin V (negatif) / PI (negatif), erken apoptotik hiicreler
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Annexin V (pozitif) / PI (negatif), ge¢ apoptotik hiicreler Annexin V (pozitif) / Pl
(pozitif) ekspresyonu ile tayin edilir. Bu c¢alismada her tiipte 20.000 hiicre
degerlendirilerek, sonuglar total hiicre miktarinin ytlizdesi (%P1) olarak bildirilmistir.

Deneyler ayni kosullarda iki farkli giinde her bir konsantrasyon i¢in en az 3 tekrar

olacak sekilde yapildi.
10%
D-+[%04  [Ds+] 0
102
Nekrotik d 4 N 3 ’ G ;
© ¢= ) [ — ec apoptotik
Hicreler ~ 1 . ; > hiicreler
& 1014 =
a

hiicreler hiicreler

’ i 2 => Erken apoptotik

10° 10* 10? 10°
ANNEXIN V FITC

Sekil 3-1: Flow sitometride apoptoz tayini icin elde edilen grafigin sematik gosterimi.
1 numarali bolge canli hiicreleri, 2 numarali bdlge erken apoptotik hiicreleri, 3 numarali bdlge gec
apoptotik hiicreleri ve 4 numarali bolge nekrotik hiicreleri gosterir.

3.4.6. Otofajik Potansiyelin Tespiti
Akridin Oranj ile Otofaji Tespiti
Kullanilan ¢ozelti:

2 g Akridin orange 100 mL bidistile suda coziilerek stok akridin orange

slispansiyonu taze hazirlandi.
Testin yapilisi:

6 Kuyulu mikroplakalara yaklasik 2.5x10%/mL olacak sekilde dagitilan hiicreler
37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki
stipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Kuyulara 12,5; 25; 50
ve 100 uM konsantrasyonlarinda AM-2201 eklendi ve 48 saat inkiibe edildi. 1 mL PBS
(1X) ile 2 defa yikandi ve %0,2 tripsinden 0,5 mL ilave edilerek hiicreler tripsinize
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edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Hiicre slispansiyonu 1200 rpm’de 3
dk siire ile santrifiij edildi ve hiicreler sayildi. 5x10° hiicre 500 uL L-DMEM'de
siispande edildi. Stok akridin orange siispansiyondan 2,5 pL ilave edildi ve 15 dk
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Flow sitometride (PerCP filtre: EX/Em:

488/676 nm) olgiim gerceklestirildi.
Degerlendirme:

Bilgisayar programi (NovoExpress Software) ile FSC/SSC grafiginde belli
alanlara diisen hiicrelerin yerlerini belirlemek icin kapilama yapildi (M2 kapisi). Her
tiipte 20000 hiicre degerlendirildi ve sonuglar toplam hiicreye oranla otofaji goériilme
yiizdesi (%M2) olarak ifade edildi. Deneyler ayni1 kosullarda iki farkli giinde her bir

konsantrasyon icin 3’er tekrar olacak sekilde yapildi.
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4. BULGULAR

Tez  c¢alismasinda  sentetik  kannabinoidlerden  AM-2201’in  sigan
kardiyomyoblast H9c2 hiicre dizisi tizerinde kardiyotoksik etki potansiyelinin
degerlendirilebilmesi amaciyla sitotoksisite (WST-1 ve LDH testleri ile), oksidatif hasar
(H2DCFDA ile ROS diizeyleri, TAK tespiti), apoptoz (Anneksin V-FTIC/PI apoptoz
testi ile) ve otofaji (Akridin orange ile) tespiti yapild.

4.1. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi
Bolim 3.4.3’te belirtildigi {izere AM-2201’in  H9c2 hiicre dizisi {izerine

sitotoksik etki potansiyelleri 12,5-100 uM konsantrasyon araligimda AM-2201
maruziyetini takiben WST-1 ve LDH sitotoksisite testleri kullanilarak 24 ve 48 saat
maruziyet siireleri i¢in degerlendirildi. Ancak, her iki test icin de 24 saatlik maruziyette
ICs0 degerlerine ulasilamadi. WST-1 ve LDH test sonuglarina gore 24 saatlik
maruziyette en yiiksek 6liim oram1 100 uM maruziyet konsantrasyonu igin sirasiyla

maksimum % 4,15 ve % 5,9 olarak tespit edildi.

Maruziyet siiresinin 48 saat olmasi durumunda WST-1 ve LDH testleri ile elde
edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4-1 ve Sekil 4-2°de gosterilmistir. AM-2201 i¢in WST-1
ve LDH sitotoksisite test sonuclarina gore ICsg degerleri sirast ile 101,49 ve 63,33 uM

olarak tespit edilmistir.

y = 6,4231In(x) + 20,351

WST-1 R?=0,9385
60
50,12
50 43,03 44,20
< 40 | 3587 ®
E 30
:E
© 20
10
0
0 20 40 60 80 100 120

Maruziyet Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4-1: AM-2201’in H9¢2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin WST-1 testi ile 48
saatlik maruziyet sonucunun degerlendirilmesi
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y =0,5954x + 12,294

LDH R = 0,9842
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Sekil 4-2: AM-2201’in H9¢2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin LDH testi ile 48 saatlik
maruziyet degerlendirilmesi.

WST-1 ve LDH sitotoksisite testleri ile elde edilen sonuglarin kiyaslamasi1 Tablo

4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: AM-2201’in H9c¢2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri icin WST-1 ve LDH
sonuclarimin kiyaslanmasi.

Maruziyet konsantrasyonu % Oliim (ortalama = standart hata)
(uM) WST-1 LDH
6,25 - -
12,5 35,66 £1,25 19,87 £1,25
25 43,02 £2,24 24,36 £2,56
50 44,19 £2,68 46,04 +4,65
100 50,11 +3,69 70,53 £5,29
ICso 101,49 pM 63,33 uM

WST-1 ve LDH testlerinde elde edilen veriler degerlendirildiginde hiicrelerin
AM-2201 ile 48 saatlik maruziyetinin uygun olacagina karar verilmis ve diger testler 48

saatlik maruziyet lizerinden gerceklestirilmistir.
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4.2. Oksidatif Hasar Potansiyelinin Degerlendirilmesi
Boliim 3.4.4°te belirtildigi tizere AM-2201tin H9¢2 hiicre dizisi iizerine ROS
olusturma potansiyeli 48 saat siire ile 12,5-100 uM konsantrasyon araliginda AM-2201
maruziyetini takiben flow sitometrik yontem ile test edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4-

3’de gosterilmistir.

70,00
ROS
60,00

50,00
40,00
30,00
20,00

10,00

0,00

0 12,5 25 50 100

Sekil 4-3: AM-2201’in H9c2 hiicreleri iizerine oksidatif hasar olusturma potansiyelinin
Flow sitometrik yontem ile degerlendirilmesi.

AM-2201’in 12,5; 25; 50 ve 100 uM maruziyet konsantrasyonlarinda ROS
seviyelerinde kontrole kiyasla <%15,69 azalma tespit edilmekle birlikte elde edilen

verilerin istatistiksel diizeyde anlamli olmadig1 goriildi.

Bolim 3.4.4°te belirtildigi tizere AM-2201’lin H9¢2 hiicre dizisinde oksidanlara
kars1 savunma sistemini tiiketme potansiyeli (TAK diizeyi ilizerine etkisi) 48 saat siire
ile 12,5-100 uM konsantrasyon araliginda AM-2201 maruziyetini takiben Elisa yontemi
ile test edildi. Trolox standart egrisine ait veriler Sekil 4-4’de, egriye gore Trolox
esdegeri lizerinden AM-2201’e maruz birakilan H9c2 hiicrelerindeki TAK diizeyleri
Sekil 4-5’de gosterilmistir.
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Sekil 4-4: Trolox standart egrisi.

AM-2201’e maruz hiicrelerde antioksidan kapasitesinin konsantrasyona bagimli
olarak azaldigr tespit edildi. Ancak azalma istatistiksel diizeyde anlamlilik
tasimamaktadir (p>0,05). Kontrole kiyasla >%32,18 oraninda kapasitede azalma
gozlendi. Ancak, en yiiksek maruziyet konsantrasyonlari olan 50 ve 100 uM maruziyet

durumunda sitotoksisitenin yiiksek oldugu goz ardi edilmemelidir.

45
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Total Antioksidan Seviyesi
B R NN W W
o w o [0, ] o [0,
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Maruziyet Konsantrasyonu (LM)

Sekil 4-5: AM-2201’in H9¢2 hiicreleri iizerine TAK diizeyi.
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4.3. Apoptoz Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Boliim 3.4.5°te belirtildigi tizere AM-2201’tin H9c2 hiicre dizisi {izerine
apoptotik etki potansiyelleri i¢in 48 saat siire ile 12,5-100 uM konsantrasyon araliginda
AM-2201 maruziyetini  takiben Anneksin V-FTIC/PI yontemi kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 4-2).

AM-2201°’¢ maruz kalan H9c2 hiicrelerinde en yiiksek maruziyet
konsantrasyonu olan 100 uM i¢in gozlenen Slimlerde erken apoptoz goriilmez iken,
toplam hiicreye oranla ge¢ apoptozis goriilme yilizdesi maksimum %?1,17 olarak tespit
edildi. H9¢2 hiicrelerinde negatif kontrole kiyaslandiginda AM-2201 ile 100 uM
maruziyet konsatrasyonu igin toplam apoptozisin 3 kat artmis oldugu gértildii. Ancak bu
indiiksiyonun kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik tasimadigi tespit edildi (p=0,05).
Anneksin V yontemi ile elde edilen sonuglara gore AM-2201’{in apoptotik etki

potansiyeli Tablo 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-2: H9¢2 hiicreleri iizerinde AM-2201 maddesinin apoptotik etkileri.

Maruziyet konsantrasyon (uM) Apoptoz(%o)+ standart hata
Negatif kontrol 0,31 +0,03
12,5 0,36 £0,04
25 0,48 +£0,06
50 0,76 +0,08
100 0,94 +0,08

AM-2201’e maruz kalan H9c2 hiicrelerinde en yiiksek maruziyet
konsantrasyonu olan 100 uM igin gbzlenen oliimlerde toplam hiicreye oranla nekroz
goriilme ytlizdesi maksimum % 9.43 olarak tespit edildi. H9c2 hiicrelerinde negatif
kontrole kiyasla AM-2201 ile 100 uM maruziyet konsatrasyonu i¢in nekrozun 9,16 kat
oldugu gorildi (p<0,05). Anneksin V yontemi ile elde edilen sonuglara gore AM-
2201’tin nektrotik etki potansiyeli Tablo 4-3’de verilmistir.
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Tablo 4-3:H9¢2 hiicreleri iizerinde AM-2201 maddesinin nekrotik etkileri.

Maruziyet konsantrasyonu(uM) Nekroz (%)=* standart hata
Negatif kontrol 1,03 +0,08
12,5 3,94 +0,07
25 8,27 +1,12
50 7,22 +1,05
100 8,05+1,11

AM-2201 maddesinin 12,5, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonuna maruziyet
durumundaki FSC ve SSC dedektorleri yardimi ile H9¢2 hiicrelerindeki biiyiiklik ve
graniilaritedeki degisiklik Sekil 4-6’da gosterilmistir.

3000

2500 N - —

§ 2000
= \//
=
§ 1500
G
& 1000
=<
iy
500
O T T T T
Negatif ~ 12.5uM  25uM 50 uM 100 uM
e S C
kontrol
Maruziyet konsantrasyonu —55C

Sekil 4-6: AM-2201’nin apoptotik/nekrotik etki potansiyelinin degerlendirilmesinde FSC
ve SSC analiz verileri.

Sitotoksisite test sonuglarinda da gortildiigi tizere WST-1 sonuglaria gére LDH
testinde AM-2201’in sitotoksik etkisine H9¢2 hiicreleri daha hassastir. Flow sitometrik
tayin ile hiicre blyiikligii (FSC) ve graniilariteleri (SSC) ifade eden Sekil 4-6’da



55

goriildiigii iizere; en yiikksek maruziyet konsatrasyonu olan 100 uM ig¢in kontrole ve
diger maruziyet dozlarina oranla hiicre popiilasyonundaki graniilaritenin 1,5 kat ve 2,2
kat artt1g1 tespit edildi. Bu sonug nekrotik etki potansiyelini desteklemektedir. Nekrozun
saptanmasi i¢in dnemli bir yontem olan LDH testinde de anlamli sonu¢ gbzlendi (Sekil

4-2).
4.4. Otofajik Potansiyelin Degerlendirilmesi

Boliim 3.4.3.5°de belirtildigi iizere AM-2201’tin H9c2 hiicre dizisi {izerine
otofajik etki potansiyeli 48 saat siire ile 12,5-100 uM konsantrasyon aralig1 i¢in akridin
orange yontemi kullanilarak degerlendirildi (Sekil 4-7). H9¢2 hiicrelerinde AM-2201’¢
maruziyet durumunda gozlenen oOliimlerde toplam hiicreye oranla otofaji goriilme
yiizdesi % 57,24-72,40 olarak tespit edildi. H9c2 hiicrelerinde negatif kontrole kiyasla
AM-2201 ile otofajinin maksimum 1,01-1,28 kat indiiklendigi ancak bu indiiksiyonun
kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik tagimadig tespit edildi (p>0,05).
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Sekil 4-7: AM-2201’in H9¢2 hiicreleri iizerine otofajik etkilerinin akridin orange yontemi
ile degerlendirilmesi.
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5. TARTISMA

Sentetik kannabinoidlerin giliniimiizde hizla yaygimlasmasi ve giin gegtikce
kullanimlarinin artmasina karsin toksikolojik etkileri hakkindaki sinirli bilgi nedeniyle
son yillarda bu molekiillerin toksisiteleri ile ilgili yapilan ¢alismalar Onem
kazanmaktadir. Bu nedenle yiiriitilen tez ¢alismasinda Yyeni nesil sentetik
kannabinoidlerden AM-2201 maruziyetinin kalp hiicreleri tizerine toksik etkilerinin in
vitro sartlarda tespiti H9c2 sican kardiyomiyoblast hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik,

oksidatif ve apoptotik hasar olusturma potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Tomiyama ve Funada (2011) tarafindan noroblastom-gliom hibrid hiicre hatti
(NG 108-15) iizerinde CP 55,940, CP 47,497 ve CP 47,497-C8 sentetik kannabinoidleri
ile yapilan ¢alismada; oncelikle 2 saatlik 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlardaki
maruziyet durumunda sitotoksik etki tespit edilmistir. En yiiksek maruziyet
konsantrasyonu olan 30 uM’de sitotoksisitenin indiiklendigi gézlendi. CP 55,940, CP
47,497 ve CP 47,497 ile indiiklendiklerinde doza bagimli sitotoksisite tespit edilirken
selektif CB1 reseptor antagonisti AM-251 uygulandiginda 6nemli diizeyde reseptorlerin
suprese oldugu, selektif CB2 reseptor antagonisti AM-630 ile ise tersine sitotoksisitede
degisim olmadigr gozlendi. Calismada sentetik kannabinoidlerin NG 108-15 hiicre
hattinda indiikledikleri sitotoksisitede CB1 reseptorlerinin 6nemli rol oynadigi rapor

edilmistir.

Tomiyama ve Funada (2014) tarafindan yapilan bir diger ¢caligmada; AM-2201
dahil 8 farkli sentetik kannabinoid tiiriinde (AM-2201, MAM 2201, JWH-018, JWH-
210, CP 55,940, CP 47,497, CP 47,497-C8 ve HU-210) fare 6n beyin noéronal
hiicrelerinin primer kiiltiiriinde sitotoksik potansiyel degerlendirilmistir. Caligmada
sentetik kannabinoide maruz birakilan hiicrelerin kontrol hiicrelerine (%0,05 DMSO)
gore luminesans sinyal oranmi degistiren deger rolatif sitotoksisite olarak ifade
edildiginde; rolatif sitotoksisite kontrol grubu icin 1,0 +0,04, pozitif kontrol (%10
DMSO) i¢in 3,4 +0,7, AM-2201’in 10 uM konsantrasyonu i¢in 2,4 +0,3, 30 uM
konsantrasyonu ig¢in ise 2,8 +0,1 oldugu bildirilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalaria
(Tomiyama ve Funada, 2011) benzer sekilde AM-2201, MAM 2201, JWH-018, JWH-
210, CP 55,940, CP 47,497, CP 47,497-C8 ve HU-210 sentetik kannabinoidlerin
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sitotoksisitelerinin AM-251 ile preinkiibasyon yapildiginda suprese oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu calismada da en yiliksek maruziyet konsantrasyonu olan 30 puM’de
sitotoksisitenin indiiklendigi rapor edilmistir. Ayrica selektif CB2 reseptor agonistleri
JWH-133 ve CB-65’in CP 55,940 ile benzer kosullarda sitotoksisiteyi indiikleyip
indiiklemedigini incelemisler ve her iki selektif CB2 reseptor agonisti de sitotoksisiteyi
indiiklememistir. Sonuglarin 6n beyin hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitenin indiikksiyonunda

CB 1 reseptorlerinin 6nemli rol oynadigini gosterdigini vurgulamislardir.

Couceiro ve ark. (2016) tarafindan JWH-018 ve JWH-018’in faz 1 metaboliti N-
(3-hidroksipentil) ile insan bobrek hiicre hattt HEK293T ve insan néroblastom SH-
SYS5Y hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada; JWH-018’in faz 1 metabolitinin her iki hiicre
hattinda sitotoksisite gosterdigi bildirilmis ve bunun hiicre 6limiiniin CB1 reseptor
varligindan bagimsiz olarak hiicrenin membran biitiinliigiiniin potansiyel bir toksisite
mekanizmast oldugu diisiincesini destekledigini, CB1 reseptoriiniin varligina baglh
olmaksizin hiicrelerdeki etkisinin CB1 aracili olmayan bir sitotoksisite mekanizmasina
isaret ettigini rapor etmislerdir. MTT ve LDH sitotoksisite testlerinin kullanildig
caligmada; 24 saat siire ile 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda
maruziyet sonrast JWH-018’in belirtilen konsantrasyonlarda hiicre canliligini
azaltmadig, LDH serbestlesmesi gozlenmedigi ve toksik olmadigi gozlenmistir. JWH-
018’in faz 1 metaboliti ile ayni siire ve konsantrasyonlarda her iki test sonucuna gore
JWH-018’in tersine HEK293T hiicre hattinda 25 pM konsantrasyondan itibaren, SH-
SYSY hiicre hattinda ise 50 uM konsantrasyondan itibaren hiicre canliliginda anlamh
diisme gozlenmistir. LDH testinde diisiik konsantrasyonlarda kontrole benzer LDH
serbestlesmesi mevcutken 25-50 uM konsantrasyonlardan itibaren kontrole kiyasla
LDH serbestlesmesinde artma gozlenmis ve JWH-018’in aksine faz 1 metabolitinin

sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir.

Koller ve Zlabinger (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada JWH-018, JWH-
073, IWH-122, JWH-210 ve AM-694 bilesikleri ile bukkal (TR146), meme (MCF-7) ve
insan hepatoma hiicre hatlarinda tiim bilesiklerin TR146 ve MCF-7 hiicrelerinde 100

uM konsantrasyonda hiicre membran hasarini indiikledigi, LDH testinde etkilerin doz

bagimsiz ve sadece yiiksek dozlarda (100 uM) gbzlendigi bildirilmistir.
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Tez calismasindan elde edilen sonuglara gore ise sican kardiyomiyoblast H9c2
hiicre dizisi tizerine AM-2201 ile 48 saatlik maruziyet sonunda WST-1 ve LDH testleri
ile elde edilen sonuglara gore ICso degerleri siras1 ile 101,49 ve 63,33 uM olarak tespit

edilmistir.

Tomiyama ve Funada (2011) tarafindan noroblastom-gliom hibrid hiicre hatti
(NG 108-15) tizerinde CP 55,940, CP 47,497 ve CP 47,497-C8 sentetik kannabinoidleri
ile yapilan ¢alismada; CP 55,940’ floresans mikroskopik incelenmesinde hiicrelerde
niikleer fragmantasyon ve kondensasyona neden oldugu gozlenmistir. Takiben yapilan
Annexin V-PI boyamasi sonucu CP 55,940’a 2 saatlik maruziyet sonrast Annexin V
pozitif hiicrelerde 6nemli diizeyde artis gozlenmis, CP 55,940’in NG 108-15 hiicre
hattinda apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Bununla birlikte ¢alismada hem Annexin V
hem de Pl pozitif boyanan hiicreler bulundugu, bunun da CP 55,940 tarafindan
indiiklenen baz1 morfolojik degisikliklerin nekrotik ya da ge¢ apoptotoik hiicreleri
yansittigl goriisii paylasiimistir. Calismada kaspas 3’iin irreversibl inhibitori Z-DEVD-
FMK ile inkiibasyon neticesinde CP 55,940, CP CP 47,497 ve CP 47,497-C8 ile
indiiklenen sitotoksisitede 6nemli azalma (%40-60 azalma) tespit edilmis, NG 108-15
hiicrelerinin Kaspas 3 inhibitorii ile pre-inkiibasyonun sentetik kannabinoidlerin
sitotoksisitesini onemli dlglide azalttigi, kaspas kaskatlarinin sentetik kannabinoidlerce

indiiklenen apoptoziste 6nemli rolii olabilecegi bildirilmistir.

Tomiyama ve Funada (2014) tarafindan yapilan diger calismada da benzer
sekilde Annexin V pozitif boyanan hiicrelerde 6nemli diizeyde artig, dolayisiyla da
apoptozun indiiklendigi gozlenmistir. Calismada Annexin V pozitif boyanan hiicre
sayist kontrol grubunda 9,5 £2.3, AM-2201‘e 2 saatlik maruziyet sonras1 26,3 +3,4

olarak raporlanmigtir.

Couceiro ve ark. (2016) JWH-018 ve faz 1 metaboliti N-(3-hidroksipentil) ile
insan bobrek HEK293T ve insan néroblastom SH-SYS5Y hiicrelerinde yaptiklari ¢calisma
neticesinde JWH-018 metabolitinin sebep oldugu hiicre azalmasinin Annexin-V

FTIC/PI ile incelendiginde nekroz araciligiyla meydana geldigi bildirilmistir.

Tez caligmasindan elde edilen sonuglara gore ise AM-2201’e maruz kalan H9c2
hiicrelerinde en yliksek maruziyet konsantrasyonu olan 100 uM i¢in gozlenen dliimlerde

erken apoptoz goriilmezken, toplam hiicreye oranla ge¢ apoptozis goriilme yiizdesi
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maksimum %]1,17 olarak tespit edilmistir. H9c2 hiicrelerinde negatif kontrole
kiyaslandiginda AM-2201 ile 100 uM maruziyet konsatrasyonu i¢in toplam apoptozisin
3 kat artmis oldugu goriilmiis, ancak bu indiiksiyonun kontrole kiyasla istatistiksel
anlamlilik tasimadigi tespit edilmistir. Ancak, Tomiyama ve Funada (2011; 2014)
caligmalarinda da belirtildigi izere AM-2201 nekrozu indiiklemistir.

Sentetik kannabinoidlerin otofajik etki potansiyeli ile ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Bu konuda yapilmis ilk ¢alisma olan tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglara gore in vitro kosullarda sican kardiyomiyoblast (H9¢2) hiicrelerinde negatif
kontrole kiyasla AM-2201 ile otofajinin maksimum 1,01-1,28 kat indiiklendigi ancak bu
indiiksiyonun kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik gostermedigi goriilmiistiir.

Calismanin ileri diizey teknikler ile ve in vivo sartlarda irdelenmesi gerekmektedir.

Rajesh ve ark. (2010) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada CB1 reseptorlerinin
endokannabinoid anandamid ve sentetik agonist HU-210 ile aktivasyonun insan primer
koroner arter endotelyal hiicreleri (HCAECs) iizerine hiicre oliimii ve iligkili sinyal
transduksiyon yolaklarindaki etkileri degerlendirilmis ve 3 saatlik maruziyeti takiben
endokannabinoid anandamid ve HU-210’un ROS olusumunu arttirdigi, CB1 reseptor
antagonisti ya da antioksidan (N-asetil sistein) uygulamasi ile diizeyin azaldigi
bildirilmistir. Almada ve ark. (2017) tarafindan Insan koryokarsinoma hiicreleri (BeWo)
ve plasentadan primer kiiltlire ettikleri sitotrofoblast hiicreleri (hCTs) tlizerinde sentetik
kannabinoidlerden WIN-55,212’in plasental gelisim ve gebelik iizerine etkisi
aragtirtlmistir. BeWo hiicrelerinin  WIN-55,212’ye 24 saatlik maruziyeti sonrasi
canlilifa etkilerini degerlendirmek icin MTT ve LDH testleri uygulanmis ve WIN-
55,212’nin 2 uM diizeyinin hiicre canliligin1 %16 azalttig1 gézlenmistir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda azalmanin LDH salimimi ile birlikte oldugu
bildirilmistir. Hiicrelerdeki morfolojik degisimleri Giemsa ve Hdechst boyamalar: ile
analiz edildiginde hiicre dansitesinde azalma ve apoptotik morfolojik degisiklikler
(kromatin kondensasyonu ve fragmantasyon gibi) goriilmiistiir. Pozitif kontrol olarak
H20: kullanildiginda H:DCFDA ile ROS tayini yapilmis ve WIN 55,212’in kontrole
kiyasla ROS/RNS olusumuna neden olmadigini belirtmislerdir. Benzer sekilde, AM-
2201’in 12,5-100 puM maruziyet konsantrasyonlarinda ROS seviyelerinde kontrole
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kiyasla <%15,69 azalma tespit edilmekle birlikte, elde edilen verilerin istatistiksel

diizeyde anlamli olmadig1 goriildii.

Kalbin toksikolojik ectkenlere yaniti; genel olarak kardiak aritmi, kardiak
hipertrofi veya kalp krizi seklinde kendini gosterir. Kalbe toksik etkenlerin bir boliimii;
fetal gen program aktivasyonu, kardiak myositlerde artmis protein sentezi ve son olarak
hipertrofik fenotipe neden olan G-protein-bagl reseptorler, mitojen tarafindan aktive
edilen protein kinaz (mitogen-activated protein kinaz, MAPK), protein kinaz C ve AMP
tarafindan aktive edilen protein kinaz (AMP-activated protein kinaz, AMPK) gibi
protein kinazlar, kalsiyum ve kalsinorin, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/glikojen sentez
kinaz (GSK3B) ve transkripsiyon faktorleri gibi proteinleri etkiler. Her birinin
aktivasyonu miyokardial hipertrofiyi indiikleyebilen sinyal transduksiyon yolaklarini
aktive ederken, bir boliimiiniin aritmi ya da disritmi olarak bilinen; kalbin otomatik ve
son derece diizenli olan atim ritminin bozulmasina sebep oldugu, bu aritmojenik
toksinlerin hiicre membran hareketlerinin hafifce indiiklenmesi yoluyla kalpteki ileti
yollaria etki ettigi ve bu nedenle ya ¢ok az yapisal hasar olusturup ya da hi¢ yapisal
hasar olusturmadan kalp ritmini bozarak, kalpte anormal ve etkisiz ve hatta Sliimciil
disfonksiyonlara neden olabildigi bilinmektedir (Boor 1999; Kang 2008 pp 699-739).
AM-2201’in kalp hiicreleri tizerine toksisitesinin degerlendirildigi ¢alismada elde edilen
veriler 1C50 (<63,33 uM) degerlerinin altindaki maruziyet durumunda sadece nekrotik
etkinin 6n planda oldugu yoniindedir. Bu bakimdan AM-2201’in kardiyotoksik etkisinin
kardiomyoblast hiicre diizeyindeki hiicre 6liimiine sebep etkilerden ziyade hipertrofik
ve/veya aritmojenik etkilerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ileri
donemde yapilacak caligmalarda hipertrofik sinyal yolaklar1 ve kardiak ileti yollarina
etkinin in vivo arastirilmasi, ayrica sentetik kannabinoid igeriklerine pek ¢ok farkli tiir
maddenin eklenerek genellikle karisim halinde bu maddelerin kullanilmasinin da madde
etkilesimleri araciligiyla ortaya ¢ikabilecek etkiler ve metabolit etkileri agisindan

incelenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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