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OZET

Néronal ve Glial Hiicre Kiiltiirlerinde Antidepresan Ilaclarin Olasi
Nérotoksik Etkilerinin ve Hiicre I¢ci Meydana Getirdikleri Olaylarda NF-kB’nin

Roliiniin Arastirilmasi

Depresyon giiniimiizde ¢ok sik karsilagilan, ancak fizyopatolojisi tam olarak
anlasilamayan bir hastaliktir. Tedavisinde kullanilan ilaglarin etkilerini serotonin ve
noadrenalin geri alimmi inhibe ederek gosterdikleri diisiiniilse de, yapilan
aragtirmalarda depresyonun sadece serotonin ve noradrenalin yetersizligi ile olusan
bir hastalik olmadig1 ve ayni sekilde tedavisinde kullanilan ilaglarm da antidepresan
etkilerini yalnizca bu sekilde ortaya ¢ikarmadiklar1 anlasilmistir. Yapilan
calismalarda antidepresan ilaclarin apoptotik ve proapoptotik etkilerinin olabilecegi

gozlenmistir.

Bu ¢aligmada, antidepresan ilaglardan fluoksetin, imipramin ve maprotilinin
noronlar ve glial hiicreler iizerindeki potansiyel koruyucu ve toksik etkileri;
hiicrelerin  morfolojik  degisiklikleri degerlendirilerek, canlilik oranlarinin
karsilagtirilmast igin MTT testi yapilarak, apopitozis oranlarinin belirlenmesi igin
floresan boyama yapilarak ve apopitotik belirteglerden olan kaspaz-3 ve kaspaz-8
miktarlar1 karsilastirilarak arastirilmistir. Ayrica bu ilaglarm NF-xB iizerindeki
etkileri de ELISA yontemi ile hiicre igi NF-xB ve IkB diizeyleri olgiilerek

belirlenmeye calisilmistir.

Sonug olarak fluoksetin, hiicre i¢i kaspaz 8 diizeyinde degisiklik yapmadan
kaspaz 3 miktarim1 artirarak hiicreyi 6liime gotiirmiistiir. Ancak maprotilin ve
imipramin hiicre i¢i kaspaz 8 lizerinde de degisiklik yaparak hiicre 6liimiine neden

oldugu ve bu 6liim seklinin de apoptoz oldugu gosterilmistir.



Aragtirmamizda baktigimiz diger bir parametre olan hiicre i¢ci NF-«xB diizeyi
fluoksetin uygulanan her iki hiicre tipinde de artigla sonuglanmistir. Ancak
imipramin ve maprotilinin 6zellikle toksik dozlarda NF-xB diizeylerini azalttig1

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: antidepresan ilaglar, Noron, Glia, Hiicre Kiiltiirii, Apopitozis,
MTT, NF-«B.



ABSTRACT

The Determination of Possible Neurotoxic Effects of Antidepressants and Role
of Antidepressants in Intracellular NF-kB on Neuronal and Glial Cells

Depression is a common disease nowadays, but the underlying
pathophysiology is not fully understood. The drug used in the treatment of
depression are effective on serotonin and noadrenaline re-uptake. However in
research about depression, it isn’t only about by lack of serotonin and noradrenaline,
and antidepressant aren’t only to inhibit re-uptake serotonin and noradrenaline. In
studies of antidepressant drugs was observed to be apoptotic and proapoptotic

effects.

In this study, we invastigated potential protective and toxic effect of anti-
depressant agents fluoxetine, imipramine, maprotiline on neuronal and glial cells. To
invastigate these effect of antidepressant agents we used MTT test to compare
viability, fluorescent staining to determine apoptosis rates, DNA fragmentation assay
to see DNA breaks and ELISA to measure the level of intracelluler caspase 3,
caspase 8, NF-kB and IxB.

As a result, fluoxetine increases the level of caspase 3 without changes in
intracellular levels of caspase 8; and causese the cell death. But, imipramine and
maprotiline increases buth caspase 3 and caspase 8. All of three agents cause the
apoptotic cell death.

Another parameter that we investigate in our research, level of intracelluler
NF-kB increases both neronal and glial cells in subtoxic doses. But imipramine and

maprotiline haven’t got any effect on intracelluler NF-xB levels in subtoxic doses.

Key Words: Antidepressant drugs, neuron, glia, cell culture, apopitozis, MTT, NF-
B
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1. GiRiS VE AMAC

Depresyon giiniimiizde ¢ok sik rastlanilan ve gittikce de tani almig hasta
sayist artan, stresin de tetikledigi bir hastaliktir. Hastalarda meydana gelen
duygudurum bozukluklar1 kiginin toplumdan soyutlanmasmna neden olmaktadir. Her
gecen glin hasta sayisinda artis yasanmasi toplumda da olumsuz etkilere neden

olmaktadir.

Tedavisinde bir¢cok ajanmn kullanilmasina ragmen bu ajanlarin etki etmeleri i¢in
haftalar gecmesi depresyonun altinda yatan major nedenin aydinlatilmasi igin
calismalar yapilmasina neden olmustur. Bircok arastrmaci depresyon sonucu
beyinde meydana gelen degisimleri ortaya ¢ikarmaya c¢alismis veya kullanilan
ilaglarm beyinde noradrenalin ve serotonin artisindan baska ne gibi degisimler
meydana getirdiklerini arastirmiglardir. Sonucta depresyonlu hastalarda, hiicre iginde

bir¢cok yasamsal faktorde degisimler oldugu ortaya ¢ikmustir.

NF-kB’de hiicrede yasamsal faaliyetlerde rol alan ve hiicrenin yasamini
stirdiirmesinde biiyiilk oneme sahip faktorlerden biridir. Calismamizda, tedavide
kullanilan ilaglarin depresyon iizerindeki etkilerinde NF-xB’nin herhangi bir
etkisinin olup olmadigmin arastirilmas:1 hedeflenmistir. Bu amagla belirlenen
dozlarda ilaglarin uygulanmasinin ardindan ELISA yontemi ile hiicre i¢i NF-xB ve

IxB seviyeleri 6l¢iilmiis ve degerlendirilmistir.

Antidepresan ilaglarin etki mekanizmalar1 arastirilirken, belli dozlarin {izerinde
apoptotik etkilerinin olabilecegi gozlenmistir. Bu ilaglarin kan-beyin engelini rahat
gecebilmeleri, SSS tiimorlerinde sitotoksik  bir ajan olarak  kullanilip
kullanilamayacagi sorusunu akla getirmistir. Bu amagla bu ilaglarin depresyondaki
faydali etkilerinin yaninda hiicre 6ldiiriicli potansiyelleri de arastirilmaya baslanmis
ve bir¢ok ajanin doz ve hiicre bagimli olarak degisik hiicre 6liim mekanizmalarini

etkin hale getirdikleri gézlenmistir.
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Bu amaglara yonelik olarak kullanilan ilaglarin etkileri, faz-kontrast
mikroskobu ile hiicreler kaba sekilde histopatolojik olarak incelenerek, MTT testi ile
canlilik oranlar1 6lgiilerek, ELISA yontemiyle apopitozis belirtecleri bakilarak ve
floresan boyama yontemleri ile detayli sekilde histopatolojik olarak incelenerek

degerlendirilmistir.

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. DEPRESYON

Depresyondaki patoloji bir duygulanim, yani mevcut duygusal icerigin disa
vurulan ifadesinin patolojisi degil, duygudurum, yani bir kisinin stirekli icsel
duygusal durumunun patolojisidir (1). Etkinlik diizeyinde, bilissel yeteneklerde,
konusma ve vejetatif islevlerde (uyku, istah, cinsel etkinlik ve diger biyolojik
ritimler) degisiklikleri icermektedir. Bu degisiklikler, hemen daima kisilerarasi,
toplumsal ve mesleki islevsellikte bozulmayla sonuglanir (2-4). Fazla stres beyinde
fizyolojik ve davranigsal bozulmalara neden olan degisimler meydana getirir (5).
Uzun siiren stres ve stresli yasam, major depresyonun olusmasia neden olabilir ve

bu da birgok saglik problemini pesinden getirir (6-14).
Kronik stresin fizyolojik belirtileri

Daha once de belirttigimiz gibi kronik stres, depresyona neden olabilir. (6-10)
Son yillarda yapilan calismalarda; major depresyonlu hastalarda hipokampal ve
prefrontal korteks hacminde, glial hiicre sayisinda azalma ve amigdala hacminde
artis gozlenmistir (15-19). Bu degisimler kognitif fonksiyonlar ve emosyonel
davransslar lizerinde degisikliklere neden olmaktadir. Fakat bu degisimlerin nedenleri

heniiz tam olarak aydinlatilamamustir (20).

Beyinde invivo olarak hiicre 6liimiinii gostermek gergekten ¢ok zordur. Bu
nedenle depresyon ile ilgili yapilmis ¢aligmalarin ¢ogu postmortem ¢alismalardir.
Yapilan bir ¢aliymada entorinal korteks, subikulum ve dentat girusta az miktarda

hiicre 6limii gozlemlenmistir (TUNEL boyamasi ile) (21). Yapilan ¢alismada 6liim
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anindaki apoptotik hiicre sayis1 gosterildigi i¢in gosterilen apoptotik hiicre sayisi
azdir. Bu ¢aligma depresyon siiresince olusan apoptoz sayisini degilde 6liim aninda
var olan apoptotik hiicre sayisini gostermisitir (22). Yapilan diger postmortem
caligmalarda hiicreleri 6lime goriiren ERK enzim aktivitesi ve ekspresyonunda da

artig gozlenmistir ( 23).

Sekil 2.1: Kronik strese bagli hipokampal apoptozis (24)

MAP kinaz noéron gelisimi ve hiicresel yasamda rol alan Onemli
faktorlerdendir (25-26). Yapilan postmortem caligmalarda prefrontal kortekste MAP
kinaz saliniminda ve aktivitesinde azalma gozlemistir (23). Prefrontal korteks kronik
streste ve depresyonda en fazla etkilenen beyin bélgesidir (7). MAP Kkinaz
aktivitesinin azalmasi direk olarak apoptoza neden olmaz, etkisini apoptotik
mediatorler tizerinden gosterir (27). Yapilan bir ¢alismada adaptér molekiill APAF-
I’in genetik varyasyonunun major depresyonla iligkisi bulunmustur. Bu varyant
beyin bolgelerinde kaspaz 9’u artirarak beynin farkli bolgelerinde hiicre 6liimlerine
neden olabilir (28).

Depresyon ile ilgili yapilan bazi g¢aligmalarda depresyonlu hastalarda NF-xB
diizeyleri yiiksek bulunmustur (29-30). Bu arstirmalarda NF-xB, TNF gibi bir¢ok
stres mediatoriiniin etkisi ile serotonin geri alimmimn inhibisyonuna neden oldugu

soylenmistir (31). Ancak yapilan bazi ¢alismalarda da beyinde apoptozis olusturarak
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depresyona neden olan serbest oksijen radikalleri gibi maddelerin hiicreyi uyarmasi
sonucu NF-kB‘nin seviyesinin arttigi, hiicre i¢i antiapoptotik bcl-2 ve antioksidan
stiperoksit dismutaz enzimini artirarak antiapoptotik etki gosterebilecegi gozlenmistir
(32-33).

2.2.  ANTIDEPRESAN ILACLAR

Trisiklik olsun veya olmasin antidepresan ilaglarm ¢ogu beyinde
noradrenerjik ve serotonerjik sinapslarda norotransmitter geri alimini (re-uptake’ini)
inhibe ederler; boylece asirimi giiclendirirler ve norotransmitter metabolizmasimi ve
turnover’int yavaslatirlar. Ancak bu akut bir etkidir ve antidepresanlarin klinik
etkileri ile dogrudan bir iliskisi yoktur. Soyle ki geri alim inhibisyonu hemen
baglamasma ragmen, antidepresan etki 2-3 hafta sonra baglar. Ayrica mianserin ve
iprindol gibi baz1 antidepresanlar geri alimi inhibe etmezken, amfetamin ve kokain
gibi noradrenalin ve dopamin geri alimmi giiclii inhibe eden ilaglar belirgin bir

antidepresan etki gostermezler (34).
Smflandirma:

Affektif hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar etki mekanizmalari,

farmakolojik etki profilleri ve kimyasal yapilar1i bakimindan dort gruba ayrilirlar:

1. Trisiklik antidepresanlar ve benzerleri

2. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri ve benzerleri
3. Monoamin oksidaz inhibitorleri

4. Diger antidepresan ilaglar
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Antidepresanlar

Monoamin Amin reuptake Alfa, Reseptor
oksidaz blokerlari blokerleri
inhibitérleri |
Non selektif SSRI
Trisiklikler Heterosiklikler

Sekil 2.2: Antidepresan ilaglar

Nonadrenerjik

5 Serotonerjik
néron

Metabolitier

NE reuptake 5-HT reuptake

reseptor reseptor

Postsinaptik néron

Sekil 2.3: Bazi antidepresanlarin etki mekanizmalari
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2.2.1. Trisiklik antidepresanlar

Trisiklik antidepresanlar (opipramol, klomipramin, imipramin, amitriptilin,
maprotilin), serotonin ve noradrenalin gerialim pompalarmi, c¢ok az olarak da
dopamin gerialim pompalarini inhibe ederek etki gosterirler (35). Bu grup ilaglar
molekiillerinde ii¢ halka igerirler. Trisiklik adi1 bu nedenle verilmistir. Iki ugtaki halka
benzen halkasi, ortadaki ise kiikiirt icermeyen azotlu ve yedi tiyeli bir heterosiklik
halkadir. Ortadaki halkanin yapisina ve azota bagh radikallere gore cesitli alt-
gruplara ayrilirlar (34).

Biitiin trisiklik antidepresanlar agiz yoluyla alindiktan sonra barsaklarda
yavas ama tama yakin emilirler. Ancak presistemik metabolizmaya ugradiklar i¢cin
biyoyararlanimlar1 % 30 civarindadir. Karacigerde N-demetilasyon (CYP1AZ2,
CYP2C19 ve CYP3A4), N —oksidasyon (CYP2D6) ve aromatik hidroksilasyon
(CYP2D6) vyolaklar: tizerinden metabolize olurlar ve hidroksil tiirevleri glukronik

asit konjugati seklinde idrarla atilirlar (34).

Imipramin trisiklik antidepresan ilaglardan ilk bulunani ve prototipidir.
Major depresyona ve karma bipolar bozuklugun depresif epizotlarina karsi etkilidir.

Serotonin ve noradrenalinin geri alimini inhibe eder (34).

2.2.2. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri

Bu grupta sertralin, fluoksetin, paroksetin, fluvoksamin, sitalopram gibi
ilaglar yer almaktadir. Fluoksetin, serotonin re-uptake’ni selektif olarak bloke eden
ilaclarin prototipidir ve yarilanma Omrii birka¢c giin olan aktif bir metaboliti
vardir. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri tedavi dozlarinda beyinde diger
ndrotransmitter (6rnegin noradrenalin ve dopamin)  sistemlerine dokunmadan
serotonin geri alimmi ¢ok giiclii sekilde inhibe eder. Farmakolojik etkileri trisiklik

antidepresanlara benzer (34).
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2.2.3. Monoamin oksidaz inhibitorleri

Ilk olarak gelistirilen antidepresanlardir, monoamin oksidaz A ve B
enzimlerini geri donisiimsiiz olarak inhibe ederler (35). Bu ilaglar beyinde
noadrenalin, dopamin, serotonin ve adrenalin diizeyini yiikseltirler ve
noromediyatorlerin etkinligini artirirlar (34). En iyi bilinen tiyesi moklobemiddir ve
sindirim yolundan hizla emilir. Karacigerde CYP 2C19 ve CYP2D6 tarafindan
metabolize edilir.

Depresyon tedavisinin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla
birlikte hastalarin énemli bir boliimiinde antidepresanlarin kisa siireli kullanimlarinda
herhangi bir klinik etki goriilmemistir (36) . Bu nedenle kronik stres ve depresyonun
patofizyolojisini ve antidepresanlarin hiicre i¢i aktivitelerini anlamak igin daha fazla

caligma yapilmasi gerekir (37-38).

Calismamizda imipramin (trisiklik antidepresan), fluoksetin (serotonin geri

alim inhibitorii) ve maprotilin (tetrasiklik antidepresan ) kullanilmistir.

IMIPRAMIN

3-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[ b,f]lazepin-5-yl)- N,N-dimethylpr-opan-1-
amine (imipramin) bir trisiklik antidepresan olup, 5-hidroksitriptaminin (serotonin)
ve norepinefrinin geri alimin1 inhibe eder (39). Ayrica muskarinik reseptorleri, alfa

adrenerjik reseptorleri ve histamin Hj reseptorlerini de bloke eder (34).
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Sekil 2.4: Imipraminin molekiiler yapisi

Bobrek yoluyla
eliminasyon

Sekil 2.5: Imipraminin metabolizmasi
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Kronik depresyon tedavisinde kullanildiginda basarili sonuglar elde edilen bir
ilagtir (40). Anksiyolitik ve antiobsesyonel etkileri vardir (34). Karacigerde esas
olarak CYP 2D6 tarafindan metabolize edilir.

Imipramin, desipramin, amitriptilin, klomipramin ve sitalopram gibi
antidepresanlarin antidepresan etkilerinin yani sira malign hiicrelerde apoptotik
etkileri de gosterilmistir (41-45). Son yapilan ¢aligmalarda trisiklik antidepresanlarin
primer astrosit ve ndronlarda otofajik 6limii artirdig1 gosterilmistir (46). U-87 MG
glioblastom hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada imipraminin hiicre 6limiinii artirdig:

gosterilmistir (47).

Imipraminin ratlarda kronik uygulanmasi hippokampiiste CREB, BDNF
mRNA miktarinda artmaya neden olur (22). HL60 hiicrelerinde 80uM imipramin
uygulanmas1 sonucunda serbest oksijen radikallerinin arttig1 ve bunun sonucunda da

MOMP miktarinin azalmasi ve hiicre 6liimiiniin baglamasi gézlemlenmistir ( 22).

FLUOKSETIN

Fluoksetin ((RS)-N-metill-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoksi]propan-1-amin)
selektif serotonin geri alim inhibit6rii olup gii¢lii antidepresan etki gosterir (48-49).
Ancak diger antidepresanlar gibi etkisi haftalar sonra ortaya ¢ikar (50). Yapica
amfetaminlere benzer. Ancak, noradrenerjik mekanizmalar1 fazla etkilemez.
Elimnasyon yar1 omrii en uzun olan antidepresan ilactr. CYP 2D6 tarafindan
metabolize edilir. Karacigerde yar1 émrii daha uzun olan etkin sekli norfluoksetine
dontustiriliir. Fluoksetin ve norfluoksetin trisiklik antidepresanlar da dahil bir¢ok
ilacin metabolizmasinda rol alan CYP 2D6’y1 gii¢lii, CYP 3A4, CYP 2C9 ve CYP
2C19’u zayif sekilde inhibe eder. Plazma proteinlerine yiiksek oranda ve siki
baglanir. En sik goriilen yan etkileri uyusukluk, bulanti, sinirlilik, tremor,

uykusuzluk, terleme, agiz kurulugu ve diyaredir (34)
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Sekil 2.6.: Fluoksetinin molekiiler yapisi

Sekil 2.7: Fluoksetinin sinaptik ugta etki mekanizmasi
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Fluoksetinin kronik uygulanmasi; CREB, BDNF, MAP kinaz gibi bir¢cok
sinyal yolagini diizenler (51-54). Birgok hiicre ve bir¢ok c¢alismada fluoksetinin

antidepresan etkinligini antiapoptotik etkisinden kaynaklandigi ortaya konmustur
(22).

Ancak bunun tam aksini gosteren calismalar da vardir. Yapilan bazi
calismalarda fluoksetinin kolon, meme, akciger ve noroblastom kanser tiirlerinde
hiicre siklusunu bozarak hiicrenin biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (55-56).
SSRI’larin kaspaz aktivasyonu yoluyla hiicreyi apoptoza gotiirdiigli de gosterilmistir
(57-59). Bunun yaninda fluoksetinin ¢6 glioma hiicrelerinde apoptoza neden oldugu
gosterilmistir. Bu da fluoksetinin etkisinin doz ve hiicre bagimli olabilecegi

diisiincesini dogurmustur.

Fluoksetinin meydana getirdigi hiicre 6limiinii NF-kB iizerinden yaptigini
gosteren yaymlar oldugu gibi, bunun tam aksini iddia ederek alakasinin olmadigmi
gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (60-61). Yapilan bir ¢alismada fluoksetinin NF-kB

"nin transkripsiyonel ve DNA’ya baglanma aktivitesini azalttigii géstermistir (62).
MAPROTILIN

Tetrasiklik antidepresandir ve diger antidepresanlar gibi mental depresyon
tedavisinde kullanilir (63-64) Trisiklik molekiillerin modifiye edilmis bir tiirevidir.
Serotonin geri alimma dokunmaz ve oldukga spesifik bir sekilde noradrenalin geri
alimimni inhibe eder (65). Sedatif etkilidir; postsinaptik olarak kuvvetli ay, zayif 5, Hy
antihistaminik ve antimuskarinik etkinlik gosterir. Karacigerde 6zellikle CYP 2D6 ve
kismen de CYP 1A2 tarafindan metabolize edilir. En sik gdzlenen yan etkileri

antikolinerjik nitelikte olanlar ve uyusukluktur (34).
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Sekil 2.8: Maprotilinin molekiiler yapisi

N
H

Hiicre i¢indeki Ca*? degisimleri hiicrede apoptoza neden olur (66). Maprotilin
de hizli bir sekilde hiicre i¢i Ca*? miktarini artirir (67). Bu da apoptotik etkinliginin
olabilecegini diistindiiriir. Ayrica yapilan bir ¢alismada maprotilinin néroblastom
hiicre serisinde JNK bagimli kaspaz 3 aktivitesini artirarak apoptoza neden oldugu

gosterilmistir (68).

2.3. HUCRE OLUMU MEKANIZMALARI

Hiicre oOlimii tiim canlilarda yasamin devami i¢in olusan fizyolojik
gereksinimler sonucunda (apoptoz) veya patolojik olaylarda (nekroz) meydana gelir.
Bunlarin yaninda alternatif programli hiicre Oliimii olarak tanimlanan otofajik
olimden ve mitotik katastroftan da s6z edilebilir (69). Bu 6liim tipleri tablo 2.3’de

gosterilmistir.
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Hiicre 6lim Tipi

Morfolojik Degisiklikler

Biyokimyasal 6zellikler

Nukleus Membran Sitoplazma

Apoptozis Kromatin  kondensasyonu, Blebbing Apoptotik cisimler Kaspaz bagimh
DNA ladder (Tomurcuklanma)

Otofaji Kismi kromatin Blebbing Otofajik  vakuollerin Kaspaza bagimh degil
kondensasyonu, DNA ladder (Tomurcuklanma) artisi Lizozomal aktivite artisi
yok

Mitotik katastrof = Mikronukleus olusumu; - - Kaspaza bagmh degi

(felaket) nuklear fragmantasyon (erken safhada); anorma

CDK1/siklinb aktivasyonu

Nekroz Nuklear DNA nin tesaddfi ~ Sisme; kinlma Vakuollesme  artisi; -

yigilimi ve yikimi organelyikimi;
mitokondriyal sisme
Yaslanma Belirgin heterokromatik yapi Yassilagma ve  SA-B-gal aktivitesi

granulasyon

Tablo 2.3: Hiicre 6liimii tipleri

2.3.1. Nekroz

Nekroz; hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 1s1k
gibi zararli uyaranlar sonucu olusan patolojik hiicre Olimiidiir. Metabolik
degisikliklere yapisal degisiklikler eslik eder. Nekroz uzun yillar apoptozun karsiti
olan ve raslantisal olarak ortaya c¢ikan, programsiz hiicre Oliimii olarak
tanimlanmistir. Ancak son zamanlarda nekrozun da baslatilmasi ve kontroliinde
programli kontrol mekanizmalarinin oldugunu goésteren caligmalar bulunmaktadir.
Bu nedenle 2005°de Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)’de hiicre
membran biitiinliigiiniin bozuldugu, hiicrede sisme ve organellerde parcalanmanin

goriildiigii morfolojik bir terim olarak tanimlanmasi uygun goriilmiistiir (70)

Hiicrenin kendi istegi ile degil, ¢evresel bir etken sonucu o6ldiigii genel
kanidir. ATP kaybi, iyon gradiyentlerinin yok olmasi, hiicre sismesi ve sonug olarak
hiicre parcalanmasiyla karakterizedir. Boylece nekroz; hiicre iceriklerinin gevreye

saliverilmesine bagli olarak, ¢evresinde inflamasyona neden olur (71).
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Sekil 2.10: Hiicrenin nekroza gitmesi

2.3.2. Apoptozis

Apoptoz; diger bir adiyla programli hiicre 6liimii, en ince ayrintisina kadar
planlanmis, enerji bagimli ve hiicrenin kendi 6liimiine yardim ettigi bir 6liim
seklidir (22) . Apoptoz ilk olarak solucan C. Eleganswhere da tespit edildi (72).
Walther Flemming 1885°te ‘chromatolysis’ prosesininin tavsan ovaryumunda
folikiiler atrezi sirasinda graniiloza hiicrelerinin kayb1 i¢in sorumlu oldugunu tarif
etmistir.  Aymi1 Olim prosesini testikiiler germ hiicre dejenerasyonunda da
gozlemlemistir. Bu galismalarda apopitozis terimi kullanilmasa da morfolojik
olarak apopitotik hiicreler gosterilmistir (73). Bu tarihten sonra apopitoz ile ilgili
caligmalar hizli bir sekilde artmustir (74-75). Sonra sirasiyla apoptozda sorumlu
genler ced-3 ve ced-4 ve apoptozu &nleyen gen ced-9 kesfedildi (76-77). Ozellikle
kaspaz ve Bcl-2 ailelerinin kesfi bize apoptoz hakkinda ¢ok daha biiyiik fikirler
verdi ve diger hiicresel gelisimlerde biiyiik bir rolii oldugu orataya ¢ikti (78).
Apoptozis  genetik olarak  kontrol edilen fizyolojik  mekanizmalarla
diizenlenmektedir (79).

Apopitozisin noronlar ile glial hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir (80-81)

ve glutamat, Ca*? iyonlari, serbest radikaller, Fas bagimli protein faktorleri, hiicre
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tarafindan salinan sitokinler ve nitrik oksitler apoptozisin olusumundan

sorumlu tutulmaktadir (82).

Ipreapoptotik hiicre  erken apoptotik hiicre  geg¢ apoptotik hiicre

tomurcuklanma c
i apoptotik
W cisimcik

niikleer
fregmentasyon

Sekil 2.11: Apoptozisteki morfolojik degisim

2.3.3. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apopitozise rastlamak
miimkiindiir. ~ Ornek olarak, cinsiyet organlarmi olusturan Miiller ve Wolf
kanallarinin involiisyonu, kalp gibi bazi i¢ organlarin liimenlerinin olugmasi ve
parmaklarin olusumu sirasindaki mezangimal hiicrelerin apopitozu gosterilebilir
(83). Apoptoz baglanti kuramayan néron ve glial hiicrelerin 6liimiinde de rol oynar.
Noronal aktivitesi ve trofik destegi olmayan hiicreler apoptozla yok edilirler (84).
Bunun yaninda gereksiz ve fazla apoptoz da Alzheimer, Parkinson, Huntington ve

amyotrofik lateral sikleroz gibi hastaliklara neden olabilir (85-87). Ayrica apoptoz
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nekrozla birlikte iskemide, travmatik beyin yaralanmalarinda ve epilepside de
goriiliir (88-90).

Hafif giddette, fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da
apoptozis goriiliir. Ornek olarak; hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize

radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gosterilebilir (83).

Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana maruz Kkalan hiicrenin, bu
uyarana aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir (91). Apopitozisli hiicreler
saglikli doku icinde dagilmis sekilde veya belli bir alanda yogunlasmis sekilde
bulunabilirler (79).

2.3.4. Apopitozis Mekanizmalar

Apoptozisin gergeklesebilmesi igin ilk ©Once hiicrenin, ilgili genetik
mekanizmay1 harekete gegirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekmektedir. Bu sinyal
hiicre digindan veya hiicre i¢inden gelebilir. DNA hasari, hiicre i¢ci pH degisiklikleri,
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis ve hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi
apopitozise gotiiren hiicre 6liim sinyallerini baslatir. Hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorlerinin spesifik ligandlarima baglanmasi sonucu hiicre i¢i proteazlar, yani
kaspazlar aktive olur. Sistein proteazlarin bir ailesi olan kaspazlar apopitozisi
gergeklestiren proteolitik kaskadi diizenler ve hiicre i¢i hedef proteinleri yikarak,

hiicre i¢i degisikliklere neden olurlar (92).
Apopitoziste ii¢ farkli mekanizma vardir:
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apopitozis olusturulmasi
2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme

3. Endoplazmik Retikulum aracili apopitozis olusturulmasi
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1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozisin olusumu:

Sitokrom-c,  mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport
zincirinin  bir proteinidir ve apopitozis siirecinde merkezi bir konumda
bulunmaktadir. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlesen sitokrom-c ile (AlF)
sitoplazmaya saliverilir (93). Sitokrom-c’nin  mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apopitozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniistimsiiz ~ (irreversibl)

bir doneme girildigine isaret eder.

Mitokondriden sitokrom-c saliverilmesini saglayan faktorler
bilinmemektedir. Bax ve diger Bcl-2 proteinleri por olusturucu proteinlerle yapisal
benzerlik gosterdikleri igin Bax proteininin mitokondri dis membraninda bir
transmembran por olusturabilecegi, bdylece membran potansiyel kaybi ve
sitokrom-c ile AIF’in salinimia yol agabilecegi ileri siirilmektedir. Bcl-2 ve Bcl-
xL’nin bu por olusumunu 6nlemek i¢in gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir. Bax veya
Bad proteinlerinin Bcl-2 veya Bcl-xL ile heterodimerizasyonunun onlarin koruyucu

etkilerini dnledigi diisiiniilmektedir.

Ayn1 zamanda Bax ve Bad gibi bu proteinlerin genis ¢apta PT (permeability
transition) por olusumunu ve buna bagli olarak sitokrom-c kaybi ve apopitozisin
baslamasmi da saglayabildikleri diistiniilmektedir (94-95). Bcl-2 proteinleri, neden
oldugu hasarla mitokondride ¢atlaklar olusturarak Sitokrom-c saliverilmesine yol

acar (96).

Serbestlesen sitokrom-c apopitotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonu
icin 6nemli rol teskil etmektedir (93). Sitokrom-c sitoplazmik protein olan APAF-
1’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katihimiyla “apoptozom”
ad1 verilen bir kompleks olusur (97). Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un
aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan

prokaspaz-3’i aktive eder.

Kaspaz kaskadinda terminal u¢ kaspaz-3°diir. Bu proteolitik aktivite ile
sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin degradasyonu ve
hiicrenin fagositozu saglanir. Aktif kaspaz -3, ICAD’1t CAD haline getirir ve
kaspaza bagli DNA fragmantasyonu baglar (98).
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Kaspazlar ayrica DNA’nin tamirinde gorevli olan enzimlerden PARP’1 da

engellerler. Boylece DNA kiigiik pargalara ayrilir.
2. D1s sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi:

Birbirini tamamlayan oOlim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre
yiizeyindeki Fas (diger adlar1 Apo-1/CD95) ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla
sitoplazmaya kaspaz kaskadini aktive eden sinyaller yayildigi bilinmektedir (99).
Bu reseptorler TNFR gen ailesinin iiyeleridir. Fas, FASR reseptorlerine ve TNF de
TNFR-1 reseptorlerine baglanir. Ligandlar1 ile birlesen reseptorler Olim
uyaricilarini - (FADD ve TRADD) tetikler. Bu sitozolik &liim reseptorleri
prokaspaz-8’e dogrudan baglanirlar. Bu baglanma kaspaz-8’in aktivasyonuna neden
olur. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlari uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol
acar (99).

Mitokondrial yol Oliim Reseptérii Yolu

Apoptoz stiimiilasyonu . . ." Oliim

Ligandi
PP § TRIPTTTN B> tiiicro
& Membrani,
——p 0liim reseptorii
I:D'—y Adaptor Protein

Kaspaz -9 Kaspaz- 8 ve Kaspaz-10 |

Ap'o ptozom Form asyohu l
* Kaspaz 3

WAktivasyon l

(Sitokrom ¢

Apaf-1

Oliim Substrati

Kaspaz - 3, Kaspaz - 6 ve Kaspaz -7

Sekil 2.12: Apoptozis yolaklar
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Apoptozis Yolaklar
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vL Proteinlerin
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DNA. Fregmentasyonu

Sekil 2.13: Apoptozis yolaklar1

3. Endoplazmik retikulum aracilh apoptozisin olusumu:

Endoplazmik retikulum; protein sentezi, protein katlanmasi, strese karsi
hiicresel cevap ve hiicre ici Ca™ seviyelerini diizenler. Uzun siireli endoplazmik
retikulum stresi hiicre Olimiine katkida bulunur ve bir¢ok farkli dejeneratif
hastaligin patofizyolojisi ile baglantilidir. Son yapilan ¢alismalar f amiloid ve tau
protein birikimi ile giden Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, ALS, tip 2
diyabet ve ateroskleroz gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde endoplazmik
retikulum stresinin rolii oldugu gosterilmistir (100-104). Endoplazmik retikulum
apopitotik  sinyallerin  yayilmasinda, kaspazlarin ve diger proteazlarin
aktivasyonunda o6nemli bir rol oynayabilir. Son zamanlarda amiloid
norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagimli endoplazmik retikulum
aracilt apopitotik yol tarif edilmistir (105). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim
reseptor aracili apopitozisten farkli bir yoldur. Kaspaz-12, endoplazmik retikulum
membraninda lokalize olan ve endoplazmik retikulum aracili apoptozis i¢in €sas

+2

teskil eden bir kaspazdir. Son c¢aligmalarda Ca™= seviyelerinin ve kalpainin
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endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz-12’nin aktiflendigi gosterilmistir.
Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik
kaspaz kaskadini aktive eder (106). Boylece ER stresinin olusturdugu apopitozis

kaskad1 baglamis olur.
2.3.5. Apopitozisde Hiicre I¢ci Sinyal Iletimi ve Metabolik Degisiklikler

Apopitotik sinyal iletimi ile ilgili bu giine kadar elde edilen bilgiler, hiicre
ici diger sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin,

apopitozisteki sinyal iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir.

Ca*? iyonu: Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca*?
apopitoziste de rol oynamaktadir. Hiicre i¢indeki Ca*? iyonlarinin miktarindaki
artis hiicreyi apopitozise gotirmektedir (79). Sitoplazmadaki Ca*™® iyonu
miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos 1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve
hiicrenin apopitozise gitmesine neden olur. Ca*? adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe
etme yetenegine sahiptir (83). Ayrica CAMP ve protein kinazlar iizerinden sinyal
iletimini etkiler. Hiicre i¢ci CAMP konsantrasyonundaki artigin gesitli hiicre
tiplerinde apopitozisi uyardig1 bildirilmistir. Sitoplazmada artan Ca™, inaktif
durumdaki Ca*® bagimli proteazlari ve niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik
proteinlerin pargcalanmasima ve apopitozise 6zgii interniikleozomal DNA kiriklarma
neden olur (107). Kalsiyum iyonlar1 hiicre iginde esit oranda dagilmamustir.

Endoplazmik retikulum icinde sitoplazmadan daha fazla Ca*?

iyonu mevcuttur.
Endoplazmik retikulumda yiiksek Ca*? iyonu olmasim saglayan ve sitoplazmadan
Ca*? tastyan Ca*? -ATPase pompasimin inhibe edilmesi durumunda, sitoplazmada
Ca*? yogunlugunun artmast ile hiicrenin apopitozise gittigi gdzlenmistir (83).Ca*?
iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi

latent enzimleri aktive ederek apopitozise neden olur (107)

Kalsiyuma bagh endoniikleazlar: Endoniikleazlar sitoplazmada artan

Ca*? tarafindan aktif hale getirilir. DNA zincirini, H; histon bolgesinden 180-200
baz cifti ve katlar1 uzunlugunda pargalara ayirir (107-110).
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Transglutamazlar: Apopitoziste hiicreler biiziisir ve kiiciik pargalara

ayrilir. Bu pargalar; transglutamazlarin yaptigi protein ¢apraz baglanmalar: ile

kimyasal maddelere kars1 dayanikli hale getirilir (79-83).

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden
proteinleri pargalarlar (110). Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan 'kalpin'
hiicrenin iskelet yapisin1 bozar (107). Lizozomal bir proteaz olan katepsin-D
apopitozisin ge¢ evresinde ortaya ¢ikan bir endopeptidazdir ve lizozomlarin

proteolitik aktivitesinin olusumunda 6nemlidir (83-111).

Lipid Modifiye Edici___Enzimler: Normal hiicrelerin  plazma

membranlarinda fosfolipid asimetrisi vardir (Membran fosfolipidlerinin hiicre
disinda ve i¢inde kalan kisimlar1 farklhidir). Bu asimetri ATP'ye bagimli fosfolipid
translokaz enzimi tarafindan saglanir (83). Apopitotik indiiksiyon oldugunda bu
enzim etkilenir ve zar asimetrisi bozulur. Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre

olarak algilarlar ve fagosite ederler (112).

Protein Kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma

enzimlerinin apopitotik sinyallerin iletiminde énemli olduklar1 kanitlanmistir. Bu
enzimlerden protein kinaz-A, apopitozisi saglarken, protein kinaz-C apopitozisi
durdurur (79- 108).

2.3.6. Apopitotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

Olmek iizere komut almis hiicreyi, apopitotik liimiin baslangicinda normal
hiicreden ayirt etmek miimkiin degildir. Yaklasik iki saat sonra, komut almis
hiicrenin kromatini yogunlagsmaya baslar ve belirli bolgelerde sikistiklar1 izlenir.
Sitoplazma yogunlasmaya ve hiicrenin boyutlar1 kiigiilmeye baslamistir. Ikinci
saatin sonunda apopitozise ugrayan hiicrelerde yeni degisiklikler ortaya cikar.
Hiicre apopitotik cisimcik denilen daha kiiglik parcalara boliiniir. Bu parcaciklarin
en biiylik 6zelligi, pargalanmis niikleuslarin ve parcalanan hiicreye ait tiim yapilarin
plazma membran1 ile kaplanarak immun sistemi enflamasyon yoniinde
uyarmamasidir. Apopitotik cisimcikler, yiizeylerinde yeni sinyal yapilar1 ortaya

cikarir ve bu sinyalin uyarisi ile yandaki hiicre tarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldirilr.
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Apopitozise giden hiicrenin morfolojisinde su 6zellikler goriiliir ;

1. Yiizey Organellerinin Kaybi: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu
hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre yiizeyindeki mikrovilliisle ve diger hiicrelerle

yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklagir (109,113).

2. Hiicre Biiziilmesi: Apopitotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve
sitoplazmasi daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri
yapilarini korur (111). Sitoplazma yogunlugu arttigi icin organeller kalabalik
goriliniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar

reaksiyon gozlenmez (79, 109,113).

3. Kromatin Yogunlasmasi:: Onemli yapisal degisiklikler ¢ekirdekten
baslayarak izlenir. Cekirdek apopitoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye
degismekle birlikte genellikle ¢ekirdek biiziigiir (109,111). Kromatin ¢ok yogun bir
hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar1 segilemez.
Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiclik ¢ekirdek parcalarina bokiniir.

Cekirdekeik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (79, 109,113).

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apopitotik Cisimlerin Olusmasi: Hiicrede
once ylizeye dogru tomurcuklanmalar olur.  Bunlardan bazilar1 sitoplazma
pargaciklar1 iceren ve siki bi¢imde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili

apopitotik cisimlere dondsiir (79,113).

Apopitozis i¢in morfolojik degisimler hiicre Dbiiziilmesi, kromatin
yogunlagmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin de agiga
cikar. Saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde bulunan fosfotidilserin
apopitotik hiicrelerde plazma membraninin dig yiiziinde bulunur ve fagositik

hiicreler i¢in sinyal gorevi gortir (114).
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Sekil 2.14: apoptotik hiicrede gozlenen degisiklikler

2.3.7. Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis, hiicrede yarattigi bu degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi

algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar1 sunlardir:
Fiziksel Farkhhklar

1. Nekroz bilesik hiicre gruplarmi etkiler, oysa apopitoziste tek tek hiicreler
etkilenir (83-113)

2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis fizyolojik

uyaranla da baslayabilir (hormonal dengenin degismesi) (83-113).

3. Nekroza ugrayan hiicre, c¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi
ile cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apopitozise ugrayan hiicre ise
cevreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya
makrofajlar aracilig1 ile fagositoza ugrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardrr,

apopitoziste ise yoktur (83, 115-116).
Morfolojik Farkhhklar

1. Nekrozda zar biitlinliigii bozulur, apopitoziste zarda kabarciklar goriiliir

fakat asla zar biitinliigii bozulmaz (111,117).

2. Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apopitoziste ise

sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlagmasi goriiliir (111,116)

3. Nekroz total hiicre par¢alanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin

daha ufak fragmanlara déniigsmesi ile sonlanir (apopitotik cisimler) (116).
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4. Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total parcalanma

olur; oysa apopitoziste zara bagl vezikiiller olusur (79).

5. Nekrozda organellerin  devamliliginin  bozulmasi mevcut iken,
apopitoziste; apopitozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin drettigi por olusturan
proteinlerin etkisi ile organeller biitinliigiinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur
(79, 111).

APOPTOZiS

4 : Apoptotik
Hucre — f’,;M/ICiSimik
igeriginin . ) |

bosalmasi & K > 9\;
/ { ————Fagosit

INFLAMASYON 1

Sekil 2.15: Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar
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Biyokimyasal Farkhliklar

1. Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apopitoziste ise siki bir sekilde
kontrol edilen enzimatik olaylar mevcuttur (113).

2. Nekroz enerjiye ihtiyag duymaz, pasif bir olgudur ve +4°C’de bile
gerceklesebilir. Apoptozis ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4°C'de

gergeklesemez (79).

3. Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA'nin
rastgele sindirimi mevcuttur, oysa apopitoziste rastgele olmayan, mono-
oligoniikleozomal pargalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptozis
icin karakteristik 'ladder pattern' denen merdiven seklinde kirilmalar meydana
getirir (108,113)

4. Nekroz sirasinda hiicre Oliimiiniin ge¢ bulgusu; postlitik DNA
parcalanmasi vardir, apopitoziste DNA hiicre biitiinliigii bozulmadan once
parcalanir. Ayrica apopitoziste mitokondri tarafindan sitoplazmaya bircok faktor

salinim1 mevcuttur (sitokrom-c gibi.) (108,114).

5. Nekroz sirasinda nonspesifik zar pargalanmasi olurken, apopitoziste
zar asimetrisinde degisiklikler olur (fosfotidilserin zarin sitoplazmik yiiziinden
ekstraselliiler yiliziine dogru yer degistirir). Bu degisiklik apopitotik hiicrenin
inflamatuar reaksiyon olusturmadan lokal hiicrelerce tanmip, fagosite edilmesini

saglar (79).

2.4. NUKLEER FAKTOR KAPPA B

Yaklagik 25 yil 6nce B lenfosit hiicrelerinde NF-«kB’nin ilk iiyesi David
Baltimore tarafindan kesfedildi. Ik olarak lipopolisakkarit ile uyarilmis B
hiicrelerinde immiinglobulin kappa hafif zincir dizisine bagli bir protein olarak
tammlanmustir (117). Bu tarihten sonra birgok arastirmaci tarafindan NF-xB’nin
karmasik yapisinin aydmlatilabilmesi i¢in yiizlerce ¢alisma yapildi. (118-120). Bu
caligmalarda NF-kB’nin aslinda tek bir molekiil degil, transkripsiyon faktorii olarak
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gorev yapan karmasik bir protein kompleksi oldugu, ve sadece B hiicrelerinde degil
de biitiin hiicrelerin stoplazmasinda latent halde bulunan transkripsiyon faktor
prototipi oldugu anlasild1 (121). Okaryotik hiicrelerde NF-kB ailesi iiyeleri biiyiime,
gelisme ve immiin yanit gibi bir¢ok yasamsal faaliyetin gen ekspresyonunu
diizenlerler. NF-«B transkripsiyon faktorleri sitokinler, patojenler, yaralanmalar gibi
stres yapan faktorler tarafindan aktive edilir. Aktivasyonu c¢ok hassas bir sekilde
kontrol edilir ve uygunsuz aktivasyonu sonucu otoimmiin hastaliklar, kronik

inflamasyon ve bir¢ok kanser tiirii gibi hastaliklara neden olabilir (123-124).

2.4.1. NF-kB’nin yapisi
NF-«B sinyalizasyonu birbirine homodimer veya heterodimer olarak baglanan
polipeptitlerden olusan RHD tarafindan olusturulur (9).RHD’ nin dimerizasyondan,
DNA ‘ya baglanmaktan ve Ikb ‘ye baglanmaktan sorumlu 5 tane monomeri vardir:
RelA, RelB, cRel, p50 ve p52. Bu monomerler birleserek 15 farkli dimer yapisi
olustururlar (125).

NF-kB monomerleri 2 sinifa ayrihr:

Smif 1: p 50 ve prekiirsorii p105 ile p52 ve prekiirsorii p100 bu siniftadir. Bu
smif monomerlerde Ikb benzeri ankrin tekrarlari mevcuttur. Bu nedenle
proteolizden veya translokasyon arrestinden sorumludur. Bu yapida

transaktivator bolge olmadig i¢in transkripsiyondan sorumlu degildir. (126-

129).

Smif 2 : Rel A, Rel B ve c-Rel bu sinftadir. Transaktivator bolge igerir ve
transkripsiyondan sorumludur (126-129).

Her iki bolgede de bulunan Rel Homolog domain ise dimerizasyondan,

IxkB‘ye ve DNA’ ya baglanmaktan sorumludur.
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Sekil 2.16: NF-xB'nin yapis1 (130)
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Sekil 2.17: NF-kB'nin yapis1 (131).
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Biitiin monomerlerin iiretimi transkripsiyonel olarak diizenlenir. Ancak p50
ve p52 nin tiretimi dncili p105 ve p 102 molekiilleri tarafindan da diizenlenir. NF-kB
dimer tipi, uyaran ve hiicre tipine gore degismekle birlikte en 6nemli dimerler
RelA:p50, cRel:p50 ve RelB:p52 dir (132).

NF-«xB‘nin klasik inhibitor proteini IkB ii¢ alt tiniteden olusur. IkBa, kB3 ve
IkBe. Dinlenme halinde IxB, NF-kB‘ye bagl halde stoplazmada bulunur ve NF-xB
‘nin DNA ya baglanmasini 6nler. Uyar1 geldiginde IKK; IkB’yi NF-kB’den ayirir ve
NF-kB‘nin aktivasyonunu saglar (133). Bu basamak NF-kB aktivasyonunda hiz
kisitlayict basamaktir (134). NF-xB‘nin aktivasyonu ile birlikte inflamatuar,

gelisimsel ve yasamsal genler indiiklenir.
NF-kB’nin aktivasyonu

Aktivasyon hizli-geri doniisiimlii  kanonikal yolla veya yavas-geri

doniistimsiiz non kanonikal yolla olabilir.

Kanonikal yol: NEMO (IKKy)-bagimli IKK aktivasyonu ile olur (135).
Kanonikal yolda latent NF-xB dimerleri Ixb den ayrilir, serbestlesir. Bu yolak
sitokinler, patojen iliskili molekiiler patern (PAMPs) ve bazi zararli molekiiler
paternler (DAMPs ) tarafindan aktive edilir. NF-kB  ‘nin aktivasyonunda en sik
kullanilan ve en hizli yolaktir (136). Bu yolagin aktivasyonu igin 900 KkDa
agirhgmdaki IkBa, IkBf ve IkBe’dan olusan IKK ‘m aktive olmasi gerekir (137).
Bu yolakta primer olarak RelA/p65, cRel ve pS0 den olusan dort dimer (RelA:RelA,
RelA:p50, cRel:cRel, cRel:p50) aktiflenir (125).
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DNA

Sekil 1.18: Kanonikal Yol (138)

Nonkanonikal yol: IKK1 ve NIK kompleksini igeren NEMO bagimsiz IKK
aktivasyonu ile olusur (135). Nonkanonikal yolda p100 ve Rel B sentezlenerek
RelB:p52 kompleksi olusur. Bu yolagin aktivasyonu lenfoid organ gelisimi ve

adaptif immiin yanit i¢in 6nemlidir (125).

42



KANONIKAL YOL NON-KANONIKAL YOL

p100
RelB

Sekil 2.19: Kanonikal ve Non-Kanonikal Yol (139).

2.4.2. NF-xB’nin yasamsal faaliyetlerdeki ve apoptozdaki rolii

NF-kB’nin hiicre O6liimii iizerindeki etkisi uyaran ve hiicre tipine gore
degisiklik gosterebilmektedir (127). p50 /c-Rel dimerizasyonu ve p50/Rel A
dimerizasyonu fazla olan WEHI 231 B lenfoma hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin 1g M

ylizey antijeni ile uyarilmasi sonucunda, NF-kB’nin DNA’ya baglanmasinda 6nce
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gecici bir yiikseklik olurken ardindan DNA’ ya baglanmada azalma ve bununla
ilisikili olarak apoptozis goriilmiistiir. Bu ¢alismada apoptozisin NF-kB’nin DNA’ya
baglanmasindaki azalmaya bagli oldugu gosterilimistir (140). Aslinda c-Rel
diizeyinin hiicre iginde artmasi apoptozisden koruyucu bir etki olusturur (140).
Ancak WEHI 231 B lenfoma hiicreleri ile primer B lenfosit hiicreleri arasinda da
ayni uyarana karsi verilen NF-kB bagimli apoptotik cevap da birbirinden farklidir
(141) .

Hiicre tipi Sinyal idiikleyicisi Aktiflenen Rel iiyesi
Sican striatumu Quinolik asit, dopamin RelA/c-Rel
Si¢an striatal néronlari NMDA

Noronlar Fokal iskemi P50/RelA ve p50/p50
Hipokampal néronlar Global serebral iskemi

Rat primer serebellar | Glutamat

graniiler hiicreleri
P50/RelA

PC12 hiicreleri Oksidize lipoproteinler

Dopaminerjik néronlar seramid

Tablo 2.4.1. NF-kB’nin proapoprotik etkisi
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Hiicre tipi Sinyal idiikleyicisi Aktiflenen Rel tiyesi

Fetal sican optik néron 3 amiloid peptid

Kiiltiire hipokampal néron | B amiloid peptid AB (25-
35) ve AP (1-40)

Serebellar graniiler hiicre | B amiloid peptid AB (1-

40)
Hipokampal n6ron Hipoksi, nitrik oksit RelA
PC12 hiicreleri B amiloid peptid P50/RelA ve c-Rel
Fokal serebral iskemi Fokal iskemi RelA
Sempatik néron NGF
W661 fotoreseptor | Foto-oksidatif stres RelA

hiicreleri

Trigeminal  ganglionun | Mutant [kBa
NGF bagimli sensori noral

hiicreleri

Tablo 2.4.2. NF-kB’nin antiapoptotik etkisi
2.4.3. NF-kB ve sinir sistemi

Antikor  boyamalarla NF-kB’nin SSS’nde  glutamerjik ndronlarda,
hipokampiiste ( graniil hiicreleri, CA1 ve CA3 piramidal hiicreler ) ve serebral
kortekste yiiksek oranda bulundugu gosterimistir (142-144). NF-«B aktivitesi SSS’de
L-tipi Ca kanal blokorleri ve glutamat ile inhibe edilebilir (145-146). Bu da NF-
kB’nin bazal sinaptik gecisle alakali olabilecegi sonucunu dogurur (147) . NF-xB
SSS’de 6grenme, hafiza agri olusumu gibi birgok faaliyette aktif gérev alir. (147).
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Bircok calisma NF-kB‘nin noéronal hiicre hasar1 modelinde apoptozu
destekledigini gostermistir (148-150). Ornegin rat primer ndron kiiltiirlerinde
glutamat norotoksisitesinde NF-kB miktar1 artar ve apoptoz olusur (150-151). Ayni
sekilde hungtington hastaligi modeli olusturulmus ve simerik B-globulin geni olan
sicanlarda yapilan calismalarda da NF-xB’nin apoptotik rolii oldugu gosterilmistir
(152-153).

Ancak bunlarin yaninda NF-xB’nin apoptozisten koruyucu etkilerinin
oldugunu godsteren c¢alismalar da vardir. Ornegin Alzheimer hastalarinda IxB
miktarinin arttigi gosterilmistir (154). Tablo 2.4.1 ve 2.4.2 de de gosterildigi gibi NF-
kB farkli hiicre tiplerinde farkli uyaranlarla proapoptotik veya antiapoptotik aktivite

gosterebilir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda kullanilan insan ndroblastoma ve glioblastoma hiicre serileri
(SH-SY5Y ve T98G) istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Histoloji Bolimii
Laboratuari’ndan temin edilmistir. Fluoksetin, imipramin ve maprotilin saf maddeleri
Mustafa Nevzat Ilag Sanayii Anonim Sirketi kalite kontrol biriminden temin
edilmistir. Uygulama sirasinda fluoksetin ve maprotilin %100 DMSO ile
¢Ozdiirtilmiis ve uygulamadan 6nce uygulanan son DMSO konsantrasyonu %0.2° nin
altinda olacak sekilde bidistile saf su ile dilile edilimistir. Imipramin ise bidistile saf
suda coziilerek, tiim etken maddeler her iki hiicre serisinde de denenmek iizere
ardigik dozlarda hazirlanmigtir. Fluoksetin, imipramin ve maprotilinin farkl
dozlarinin eklendigi hiicre gruplarinda hiicre canliligi, kaspaz ve NF-xB 6l¢iim
testleri yapilmistir. Calismanim tamami Abant Izzet Baysal Universitesi Izzet Baysal

Tip Fakiiltesi Farmakoloji A.D. hiicre kiiltiirii laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. KIMYASALLAR

1) DMEM:F12, Gibco

2)  Fetal Bovine Serum, Gibco

3)  Tripsin EDTA, %0.05, Gibco

4)  DMSO, Sigma

5)  Antibiyotik-Antimikotik, Gibco 100X

6) Caspase 3 colorimetric kit, eBiosicience
7)  Caspase 8 colorimetric kit, eBiosicience
8)  NF-«B colorimetric Kit, eBiosicience

9) I«kB colorimetric Kit, eBiosicience

10) MTT, Roche

11) DNA Extraction kit, THERMO-Fermentas
12) PBS, Santa Cruz 10X liquid

13) Biiiret ¢ozeltisi

14) Bovine Serum Albumine, %10, Beit Haemek

15) Annexin V, Invitrogen
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16) Fluoksetin, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii
17) Imipramin, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii
18) Maprotilin, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii

3.2. HUCRE KULTURU

3.2.1. Hiicre ekimi

Dondurulmus halde siv1 azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki SH-SYS5Y ve
T98G hiicreleri 37°C’lik su banyosunda hizla ¢6ziildiriilmiis olup (hiicrelerin
bulundugu kriyo tiipliniin kapak hizasmin suya batirilmamasma dikkat edilmistir)
hiicreler ¢oziildiikten sonra Kriyo tiip ve kapagi %70’lik alkol ile silinmistir. 15
ml’lik santrifuj tiipiine aktarilip tizerine 5 ml medyum (%10 FCS, %1 antibiotik,
DMEM) yavasga eklenmistir. Tiip 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip, tiipiin
dibindeki hiicre pelleti kalacak sekilde siipernatant dokiilmiistiir. Ardindan hiicre
pelleti tizerine 10ml yeni medyum eklenerek hiicreler iyice siispanse edildikten
sonra, hiicreler 75 cm?’lik flasklara aktarilmistir. Ardindan mikroskop altinda
incelenmistir. Hiicrelerin  bulunduklar1 flasklara penetre olmalar1 ve yeniden
¢ogalmaya baslamalari i¢in hiicreler CO,‘li inkiibatore konularak bir giin beklemeye
alinmistir. Bir giin sonrasinda mikroskop altinda hiicrelerin canliligi incelenip,

medyumlar1 degistirilmistir.

3.2.2. Tripsinizasyon

Hiicreler 24 saatlik inkiibasyondan sonra inkiibatorden alinip, steril laminar
kabinde igerisinde hiicre flaskindaki medyum dokilmistiir. Flaskin yiizeyine
yapismis halde bulunan hiicreler 2 ml steril PBS ile yikandiktan sonra PBS dékiilmiis
ve hiicrelerin iizerine flask i¢ine 2 ml %0,05’lik tripsin-EDTA dokiilmiistiir.
Sonrasinda hiicrelerin zeminden ayrilmasi i¢in bir miiddet inkiibatorde bekletilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin flask yiizeyinden tek tek ayrilip ayrilmadiklar
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mikroskop altinda kontrol edilmistir. Hiicreler, yiizeyden ayrildiktan sonra pastor
pipeti yardimiyla steril 15 ml’lik deney tiipine aktarilmigtir. Tripsinin etkisini
sonlandirmak igin hiicre silispansiyonunun iizerine 4 ml medyum eklenmis ve
stispansiyon 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
slipernatant uzaklastirilip, ardindan tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti 4 ml medyum
icinde siispanse edilmistir. Hiicreler Thoma laminda sayilarak istenen sayida flaska

ekim yapilmigtir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi, hiicrelerin gogalma kapasitesine gore tig-dort giinde
bir olacak sekilde yapilmistir ve bir onceki kiiltiirdeki hiicreler tripsin-EDTA ile
kaldirilip, 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra toplam hiicre miktarinin
en fazla 1/3’i kadar hiicre taze besiyerine alinip 75 cm2’lik flasklara aktarilmasi
seklinde yapilmistir. Calismadan bir Onceki pasajin semi-konfluens hiicreler
kullanilarak yapilmasina ve pasajdan sonra hiicrelerin zemine tutunabilmeleri i¢in 24

saat beklenmesine dikkat edilmistir.

3.3. DENEY DiZAYNI

Deney {i¢ asamali olacak sekilde olusturulmustur. Bu ¢alismada SH-SY5Y ve
T98G hiicre serilerinde antidepresan ilaglarin hiicre yasayabilirligi ilizerine etkileri,
bu etkileri meydana getirdikleri dozlar1 ve uygulama sekilleri literatiirde farkli
bulunmaktadir. Bu doz ve etki farkhiliklarinin sebebinin; ila¢ ¢6ziiciilerinin, hiicre
tipinin, hiicre yogunlugunun, hiicreler i¢in kullanilan medyumlarin ve laboratuvar
farkliliklar1 gibi etkenlerden dolayr oldugu diisiiniilmektedir. Bundan dolay1

deneylere oncelikle bu maddeler i¢in toksik doz belirlemekle baglanilmustir.

49



3.3.1. Deneyin 1. Asamasi: Gozlemsel Olarak Toksik Dozlarin Belirlenmesi

Fluoksetin, imipramin maprotilinin farkli dozlar1 hazirlanmustir.

e Fluoksetin i¢in; 1x10°, 1x10* 5x10°, 1x10°, 1x10° 1x107,
1x10% M

e Jimipramin icin; 1x10% 5x10% 1x10% 1x10° 1x10° 1x107,
1x0® M

e Maprotilin icin; 1x10% 1x10% 5x10° 1x10° 1x10° 1x107,
1x10% M

Bir giin 6ncesinden 24 kuyulu plakanm her bir kuyusuna sirasiyla 300000
hiicre/ml ve 100000 hiicre/ml konsantrasyonlarinda ekilmis SH-SY5Y ile T98G
hiicrelerinin tizerine farkli dozlarda hazirlanmis fluoksetin, imipramin maprotilin, bu
iki hiicre serisi tizerine eklenmistir. 24 saat sonunda fluoksetin, imipramin
maprotilinin etkileri mikroskop altinda incelenerek, goriintiileri kaydedilmistir.

Yapilan deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.3.2. Deneyin 2. Asamasi: MTT Testi ile Belirlenen Toksik Dozlarin

Dogrulanmasi

Her iki hiicre serisinde gozlemsel olarak ii¢ madde i¢in de toksik doz sinir1
tespit edildikten sonra ikinci deney igin fluoksetin, imipramin maprotilinin 7 farkli

dozu belirlenmistir.

SH-SY5Y hiicre serisinde:

e Fluoksetin icin; 1x103, 1x10% 5x10°, 1x10>, 1x10° 1x107,
1x108 M
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e Jimipramin icin; 1x10% 5x10% 1x10% 1x10° 1x10° 1x107,
1x0®% M

e Maprotilin icin; 1x10% 1x10% 5x10° 1x10° 1x10° 1x107,
1x10% M

T98G hiicre serisinde:

e Fluoksetin i¢in; 1x10°, 1x10* 5x10°, 1x10°, 1x10° 1x107,
1x10®% M

e Jimipramin icin; 1x10% 5x10% 1x10% 1x10° 1x10° 1x107,
1x0® M

e Maprotilin icin; 1x103 1x10% 5x10° 1x10° 1x10° 1x107,
1x10®% M

Yine sirastyla 30.000 hiicre/ml ve 10.000 hiicre/ml konsantrasyonlarinda SH-
SYS5Y ile T98G hiicreleri ekilmis 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna fluoksetin,
imipramin ve maprotilinin belirlenen dozlar1 1/1 oraninda eklenmistir. 24 saat
sonunda MTT testi yapilarak doz-cevap sonuglar1 elde edilmistir. Yapilan deneyler 3

kez tekrarlanmustir.

MTT Testi: Kolorimetrik metod olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan
tanimlanan bu testte, sar1 tetrazolium tuzu canli hiicrelerin mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri araciligi ile tetrazolium halkasmnin kirilmasi sonucu
formazan kristallerine donistiiriilmektedir. Olusan formazan kristalleri izopropanol
veya DMSO gibi c¢oziiciilerde ¢oOziilmesi sonucu ortamda olusan renk,
spektrofotometrik yontemle Olciiliir ve olgiilen deger canli hiicrelerin sayisi ile
iligkilidir (155). (102) 102. Denizot F, Lang R. Rapid colorimetric assay for cell
growth and survival: Modifications to the tetrazolium dye procedure giving
improved sensitivity and reliability. Journal of Immunological Methods. 1986; Vol:
89, Issue 2, Pages 271-277.
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MTT soliisyonunu eklemeden once hiicrelerin tizerindeki medyum tazelenmis
ve MTT soliisyonu son konsantrasyon 1/10 olacak sekilde biitiin Orneklere
eklenmstir. 4 saat 37°C’deki etiivde inkiibe edildikten sonra olusan formazan son
irliniiniin ¢oziinebilmesi i¢in drneklerin tizerine 1°e¢ 1 hacim olarak DMSO eklenmis
ve ¢oziinmesi i¢in bir silire (yaklasik 1 gece) 37°C’deki etiivde bekletilmistir.
Orneklerdeki ¢dziinmiis formazan miktar1 ELISA okuyucuda 570 nm dalga boyunda

Olgtilmiistiir.

3.3.3. Deneyin 3. Asamasi: Fluoksetin, Imipramin ve Maprotilinin Olasi

Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

Her iki hiicre serisinde goézlemsel ve MTT yontemi ile doz cevaplari
belirlendikten sonra ortaya ¢ikan hiicre dliimiiniin seklinin anlasilmasi ve apoptoz
olmussa yolaginin belirlenmesi i¢in fluoksetin, imipramin maprotilinin farkli dozlar1

hazirlanmistir.

SH-SYS5Y hiicre serisinde:

e Fluoksetin icin; 1x103, 1x10* 5x10°, 1x10°, 1x10° 1x107,

1x10®% M
e [imipramin icin; 1x10°, 5x10% 1x10* 1x10° 1x10° 1x107,
1x0® M
e Maprotilin icin; 1x10°, 1x10® 5x10° 1x10° 1x10° 1x107,
1x10° M
T98G hiicre serisinde:

e Fluoksetin icin; 1x103, 1x10% 5x10°, 1x10°, 1x10° 1x107,

1x10® M

e Imipramin icin; 1x10° 5x10* 1x10™* 1x10®°, 1x10° 1x107,
1x0® M

e Maprotilin icin; 1x10°, 1x10® 5x10°, 1x10° 1x10° 1x107,
1x10° M
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Kolorimetrik Kaspaz 3 ELISA Metodu:

Kaspaz-3 seviyeleri eBioscience Kkaspaz-3 kolorimetrik olglim  kiti
kullanilarak o6lgiilmistiir. Yontemin prensibi kaspaz-3 antikoru ile kapli olan
kuyucuklara substrat konularak olusan kompleksin spektrofotometrik olarak ol¢timii

esasina dayanmaktadir.

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 1.000.000 sayida 25 cm?lik kiiltiir
kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag
uygulamasina birakilmistir. Fluoksetin, imipramin ve maprotilinin farkli dozlar1 ile
hiicreler muamele edilmistir. Ilag uygulamasinin sonunda ELISA kitinin igerisinden

c¢ikan protokol uygulanmistir:

1. Hiicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlari ile birlikte 15
ml’lik deney tiipiilerine toplandi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

2. Siipernatantlar1 atilarak hiicrelerin tizerlerine 1,5 ml medyum eklenip
stispanse edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi.

3. Ependorf tiiplindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij
edildi.

4. Siipernatantlar1 atildiktan sonra pellet iizerine 50 pl Cell Lysis Buffer
eklendi ve vorteks ile hafif¢e siispanse edildikten sonra oda sicakliginda
60 dakika inkiibe edildi.

5. Ornekler 15 dakika 3900 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar1
ayr1 ependorflara aktarildi ve buzun iizerine konuldu.

6. Herbir 6rnekten 15 pl protein siispansiyonu alinip 96 kuyucuklu ELISA
plakasinin kuyucuklarina konuldu. Plakanin baska kuyucuklarmna da
%10’luk sigir serum albiimin soliisyonundan hazirlanan 0-1-2-4-8-16-32
mg/ml konsantrasyonlarindaki kalibratorler eklendi. Orneklerin iizerlerine
90 pl Biiiret soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

7. Orneklerin protein miktarlari, kalibrasyonlar ile ELISA okuyucuda 570
nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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8. Ependorf tiiplerindeki geride kalan protein soliisyonlar1 igerigindeki protein

miktarlar1 Cell Lysis Buffer soliisyonu ile seyreltilerek esitlendi.

9. ELISA plakasimnin kuyucuklarma 140 pl distile su yerlestirildi.

10. Uzerlerine 10 ul protein bilesimi eklendi.

11. Uzerleri kaplanan oda sicakhiginda 3 saat inkiibe edildi.

12. 3 saatin sonunda kuyucuklar 6 kez wash buffer ile yikandi.

13. Uzerlerine 100 ul TMB Substrate Solution’u eklendi.

14. Oda sicakliginda yaklasik 10 dakika inkiibasyondan sonra 100 ul stop
soliisyonu eklendi. ELISA okuyucu ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

15. Gruplardaki kaspaz-3 seviyelerinin kontrol grubuna gore kag kat artig veya

azalis gosterdikleri hesaplanda.

Kolorimetrik Kaspaz 8 ELISA Metodu:

Kaspaz-8 seviyeleri eBioscience kaspaz-8 kolorimetrik olgtim  kiti
kullanilarak oOlclilmiistiir. YOntemin prensibi kaspaz-8 antikoru ile kapli olan
kuyucuklara substrat konularak olusan kompleksin spektrofotometrik olarak 6l¢iimii

esasina dayanmaktadir.

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirasiyla 1.000.000 sayida 25 cm®’lik kiiltiir
kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag
uygulamasina birakilmistir. Fluoksetin.imipramin ve maprotilinin farkli dozlar1 ile
hiicreler muamele edilmistir.. Ila¢c uygulamasmin sonunda ELISA kitinin igerisinden

¢ikan protokol uygulanmstir:

1. Hicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlar: ile birlikte 15
ml’lik deney tiipiilerine toplandi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

2. Siipernatantlar1 atilarak hiicrelerin iizerlerine 1,5 ml medyum eklenip siispanse
edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi.

3. Ependorf tiiptindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

Siipernatantlar1 atildiktan sonra pellet tizerine 50 pl Cell Lysis Buffer eklendi
ve vorteks ile hafifce siispanse edildikten sonra oda sicakliginda 60 dakika
inkiibe edildi.

Ornekler 15 dakika 3900 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlari ayr1
ependorflara aktarildi ve buzun tizerine konuldu.

Herbir 6rnekten 15 pl protein siispansiyonu almip 96 kuyucuklu ELISA
plakasinin kuyucuklarma konuldu. Plakanin bagka kuyucuklarina da %10’luk
sigir serum albiimin soliisyonundan hazirlanan 0-1-2-4-8-16-32 mg/ml
konsantrasyonlarindaki kalibratorler eklendi. Orneklerin iizerlerine 90 ul
Biiiret soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
brrakildi.

Orneklerin protein miktarlari, kalibrasyonlar ile ELISA okuyucuda 570 nm
dalga boyunda 6l¢iildii.

Ependorf tiiplerindeki geride kalan protein soliisyonlar1 icerigindeki protein
miktarlar1 Cell Lysis Buffer soliisyonu ile seyreltilerek esitlendi.

ELISA plakasmin kuyucuklarina 100 ul 6rnekler yerlestirildi.

Uzerlerine 50 pl detection antikoru eklendi.

Uzerleri kaplanarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

3 saatin sonunda kuyucuklar 3 kez wash buffer ile yikandi.

Uzerlerine 100 pul TMB Substrate Solution’u eklendi.

Oda sicakliginda yaklagik 10 dakika inkiibasyondan sonra 100 pl stop
soliisyonu eklendi. ELISA okuyucu ile 450 nm dalga boyunda 6l¢tildii.
Gruplardaki kaspaz-3 seviyelerinin kontrol grubuna gére kag kat artis veya

azalis gosterdikleri hesaplandi.

DNA fregmantasyon metodu

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 1.000.000 sayida 25 cm®lik kiiltiir

kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicrelerin penetrasyonu igin 24 saat CO>’li inkiibatorde
bekletildikten sonra belirlenen dozlarda ilaglar uygulandi ve tekrar 24 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda DNA fregmantasyon kitinin igerisinden

¢ikan protokol uygulanmustir:
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Hiicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlar ile birlikte 15
ml’lik deney tiipiilerine topland1 ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar1 atilarak hiicrelerin iizerlerine 1,5 ml medyum eklenip siispanse
edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi.

Ependorf tiipiindeki hiicre stispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
Hiicrelere 200 pl PBS, 200 ul lysis soliisyonu ve 20 ul proteinaz k eklenerek
10 dk. 56°C inkiibe edildi.

10dk nin sonunda 20 pl RNAase A soliisyonu eklenerek inkiibasyona 10 dk
daha oda sicakliginda devam edildi.

400 pl %50 etanol eklenerek karistirildi.

Igerik GeneJET Genomic DNA Purification Column’a almmistr.

9000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.

Column 2 ml lik yeni tiipe alinarak iizerine 500 pl yikama soliisyonu 1
eklendi.

13000 rpm de 1 dk santrifiij yapilda.

Ependorfu degistirilen column iizerine 500 pl yikama soliisyonu 2 eklenerek
14000 rpm de 3 dk santrifiij yapildu.

Column iizerine 50 pl elution buffer eklenerek 2 dk 10000 rpm de santrifiij
yapildi.

Alttaki ependorfa gegen DNA -80 °C muhafaza edildi.

DNA’nin Goriintiilenmesi

1,5 gr agar tartilarak lizerine 100 ml %0,5 TBE eklendi.

Karistirilarak kaynatilan karigimin i¢ine 10 pl etidyum bromiir eklendi.

Yatay elektroforeze dokiilen agar iizerine 24 ‘liik tarak yerlestirildi.

DNA orneklerinden 3 pl, yiikleme boyasindan 3 pl alinarak 12 pl bidistile su
ile karistirilda.

Bu karisimdan 8’er pl alamnarak agaroz jelin kuyucuklarna eklendi.

Ornekler jelde 70 V’da 60-70 dk yiiriitiildiikten sonra UV 1sik altinda

goriintiilenerek fotograflanda.
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Anneksin V ile Floresan Boyama:

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)

bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS

molekiilleri hiicre zarinin dig yliziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan

PS’ler, floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale

getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur

SH-SYS5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 600.000 ve 200.000 sayida 6’lik kiiltir
kaplarina ekildi.

Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ila¢g uygulamasina
birakilmistir. I¢inde fluoksetin, imipramin ve maprotilin bulunan medyum,
toksik madde uygulamalarindan 2 saat 6nce hiicrelerin bulundugu medyuma
I’e 1 oraninda eklendi.

10 mM HEPES, 140 mM NacCl, and 2.5 mM CaCl; i¢eren anneksin binding
buffer hazirlandi.

Hiicreler soguk PBS ile yikandi.

5. Hiicrelere 20 pl anneksin V ve 20 pl 1.5 uM propidium iodide eklendi.

3.3.4.

15 dakikalik inkiibasyondan sonra hiicreler floresan mikroskop ile

goriintiilendi.
Deneyin 4. Asamasi: Fluoksetin, Imipramin Maprotilinin NF-xB

Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi
Kolorimetrik NF-xB ELISA Metodu:

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 1.000.000 sayida 25 cm®lik kiiltiir

kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag

uygulamasina birakilmistir. Fluoksetin, imipramin ve maprotilinin farkli dozlar ile

hiicreler muamele edilmistir. ilag uygulamasinm sonunda ELISA kitinin igerisinden

¢ikan protokol uygulanmigtr:
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1. Hicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlar: ile birlikte 15
ml’lik deney tiipiilerine topland1 ve 1500 rpm’de 3 dakika santriftij edildi.

2. Siipernatantlar1 atilarak hiicrelerin tizerlerine 1,5 ml medyum eklenip siispanse
edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi.

3. Ependorf tiiplindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatantlar1 atildiktan sonra pellet iizerine 50 pl Cell Lysis Buffer eklendi
ve vorteks ile hafifce siispanse edildikten sonra oda sicakliginda 60 dakika
inkiibe edildi.

5. Ornekler 15 dakika 3900 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar1 ayr1
ependorflara aktarildi ve buzun iizerine konuldu.

6. Herbir ornekten 15 pl protein siispansiyonu almip 96 kuyucuklu ELISA
plakasmm kuyucuklarina konuldu. Plakanin baska kuyucuklarma da %10’luk
sigir serum albiimin soliisyonundan hazirlanan 0-1-2-4-8-16-32 mg/ml
konsantrasyonlarindaki kalibratdrler eklendi. Orneklerin iizerlerine 90 pl
Biiiret soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakild1.

7. Orneklerin protein miktarlari, kalibrasyonlar ile ELISA okuyucuda 570 nm
dalga boyunda 6l¢iildii.

8. Ependorf tiiplerindeki geride kalan protein soliisyonlar1 icerigindeki protein
miktarlar1 Cell Lysis Buffer soliisyonu ile seyreltilerek esitlendi.

9. Kitin i¢inde bulunan 96’lik kuyucuklara 50’ser pl 6rneklerden ilave edildi.

10. Kuyucuklara 50’ser pl de kitte bulunan antikor birlesimi ilave edilerek toplam
hacim 100 pl’ye tamamlandi.

11. Plate’in {ist yiizeyi kaplanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

12. 1 saatin sonunda kitte bulunan 6zel yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 defa
2’ser dakika yikandi.

13. Ardindan kuyucuklara 100 pl tanimlayic1 soliisyon eklenerek kuyucuklarda
renk degisimi gozlenene kadar oda sicakliginda bekletildi.

14. Renk degisimi gozlendikten sonra 100 pl reaksiyonu durdurucu soliisyon

eklenerek 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilda.
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Kolorimetrik Ikb ELISA Metodu:

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 1.000.000 sayida 25 cm®lik kiiltiir

kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag

uygulamasina birakilmistir. Fluoksetin, imipramin ve maprotilinin farkli dozlar1 ile

hiicreler muamele edilmistir.. Ilag uygulamasinm sonunda ELISA kitinin igerisinden

¢ikan protokol uygulanmustir:

10.

Hiicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlar: ile birlikte 15
ml’lik deney tiipiilerine toplandi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar1 atilarak hiicrelerin iizerlerine 1,5 ml medyum eklenip siispanse
edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarildi.

Ependorf tiipiindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar1 atildiktan sonra pellet tizerine 50 pl Cell Lysis Buffer eklendi
ve vorteks ile hafifce siispanse edildikten sonra oda sicakliginda dakika inkiibe
edildi.

Ornekler 15 dakika 3900 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar1 ayri
ependorflara aktarildi ve buzun iizerine konuldu.

Herbir ornekten 15 pl protein siispansiyonu alinip 96 kuyucuklu ELISA
plakasmnin kuyucuklarina konuldu. Plakanin baska kuyucuklarma da %10’luk
sigir serum albiimin soliisyonundan hazirlanan 0-1-2-4-8-16-32 mg/ml
konsantrasyonlarmdaki kalibratorler eklendi. Orneklerin iizerlerine 90 pl
Biiiret soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

Orneklerin protein miktarlari, kalibrasyonlar ile ELISA okuyucuda 570 nm
dalga boyunda o6l¢iildii.

Ependorf tiiplerindeki geride kalan protein soliisyonlar1 igerigindeki protein
miktarlar1 Cell Lysis Buffer soliisyonu ile seyreltilerek esitlendi.

Kitin i¢inde bulunan 96’lik kuyucuklara 50°ser ul 6rneklerden ilave edildi.

Kuyucuklara 50’ser pl de kitte bulunan antikor birlesimi ilave edilerek toplam

hacim 100 pl’ye tamamlandi.
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11. Plate’in iist ylizeyi kaplanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakild.

12. 1 saatin sonunda kitte bulunan 6zel yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 defa
2’ser dakika yikandi.

13. Ardindan kuyucuklara 100 pl tanimlayici soliisyon eklenerek kuyucuklarda
renk degisimi gdzlenene kadar oda sicakliginda bekletildi.

14. Renk degisimi gozlendikten sonra 100 pl reaksiyonu durdurucu soliisyon

eklenerek 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilda.

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi, SPSS v16.0 (Statistic Program for
Social and Science) istatistik programini kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki fark
once ANOVA testi ile, sonrasinda Post-Hoc testlerinden Tukey testi kullanilarak

saptanmistir .

4. BULGULAR

4.1. FLUOKSETIN, IMiPRAMIN VE MAPROTILININ TOKSIK
DOZLARININ GOZLEMSEL OLARAK BELIRLENMESI

Faz kontrast invert mikroskop altinda yapilan goézlem sonrasinda diger
asamalara geg¢ilmistir. Bu asama da diger asamalar gibi 3 kez tekrarlanmstir. Her iKi
hiicre tipinde fluoksetin, imipramin ve maprotilinin farkli dozlarinmn hiicre
morfolojileri ve sayilar1 tizerindeki etkileri gorsel olarak incelenerek toksik etkiyi

baslatan doz aralig1 belirlenmistir.
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4.1.1. SH-SY5Y ve T98G Hiicre Serileri I¢in Fluoksetinin Toksik Doz Arahg

Noron kaynaklt SH-SYS5Y hiicre serisi incelendiginde fluoksetinin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 107 M doz seviyesinde basladig1 ve
yiikselen dozlarda bu etkinin giderek arttigi goriilmiistir. 10° M dozu ve daha
yiiksek dozlarda ise ¢ok az sayida tutunan hiicrenin goriilmesine ragmen genel olarak
hiicre yapilarinin tamamen bozulup, morfolojik yapilarin1 kaybettikleri ve diizensiz

hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal aldiklar1 goériilmiistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Noron hiicreleri tizerinde fluoksetinin etkilerinin gosterilmesi A-Kontrol,
B- 1x10® M fluoksetin, C- 1x10" M fluoksetin, D- 1x10® M fluoksetin, E- 1x10° M
fluoksetin, F- 5x10™° M fluoksetin, G- 1x10™* M fluoksetin

Glial kaynakli T98G hiicre serisi incelendiginde ise fluoksetinin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasimni saglayan etkinin 5x10° M doz seviyesinde basladigi
ve artandozlarda bu etkinin giderek siddetlendigi goriilmiistiir ve bu dozdan sonraki
yiiksek dozlarda ise genel olarak hiicre yapilarinin tamamen bozulup, morfolojik
yapilarin1 kaybettikleri ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal

aldiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Fluoksetinin noral ve glial hiicre tiplerinde farkli dozlarda toksik etkilerinin
ortaya ¢iktig1 ve noral kaynakl hiicrelerin fluoksetin toksisitesine daha hassas oldugu

gozlemlenmigtir.
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Bu calismanin sonucunu dogrulamak i¢in yapilacak olan MTT testi icin

fluoksetinin 1x1075x10°, 1x10°, 1x10° 1x107 M’lik dozlarmin her iki hiicre

tipinde de uygulanmasina karar verilmistir.
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Gl
Sekil 4.2. Glia hiicreleri tizerinde fluoksetininnin etkilerinin gosterilmesi A- kontrol,

B- 1x10® M fluoksetin, C- 1x10” M fluoksetin, D- 1x10°® M fluoksetin, E- 1x10° M
fluoksetin, F- 5x10° M fluoksetin, G- 1x10™* M fluoksetin.

4.1.2. SH-SY5Y ve T98G Hiicre Serileri i¢in Imipraminin Toksik Doz Arahig

Noron kaynakli SH-SY5Y hiicre serisi incelendiginde imipraminin hiicresel
morfolojiyi bozup, aym1 zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyerek hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 1x10® M doz seviyesinde basladigi
ve artan dozlarda bu etkinin giderek siddetlendigi goriilmiistiir. 1x10™ M dozu ve bu
dozdan sonraki yiiksek dozlarda ise ¢ok az sayida tutunan hiicrenin goriilmesine
ragmen genel olarak hiicre yapilarmin tamamen bozulup, morfolojik yapilarmi
kaybettikleri ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal aldiklar:

gorilmiistir. (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Noron hiicreleri tizerinde imipraminin etkilerinin gosterilmesi A- kontrol,
B- 1x10® M imipramin, C- 1x10” M imipramin, D- 1x10® M imipramin, E- 1x107°
M imipramin, F- 1x10* M imipramin, G- 5x10* M imipramin, H- 1x10% M

imipramin

Glial kaynakli T98G hiicre serisi incelendiginde ise imipraminin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 10* M doz seviyesinde basladig1 ve
yiikselen dozlarda bu etkinin giderek artig1 goriilmiistiir ve bu dozdan sonraki yiiksek
dozlarda genel olarak hiicre yapilarmin tamamen bozulup, morfolojik yapilarmni
kaybettikleri ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal aldiklar

gorilmiistiir (Sekil 4.4).

Imipraminin de fluoksetin gibi noral ve glial hiicre tiplerinde farkli dozlarda
toksik etkilerinin ortaya ¢iktig1 ve noral kaynakli hiicrelerin imipramin toksisitesine

daha hassas oldugu gozlemlenmistir.

Bu c¢aligmanin sonucunu dogrulamak i¢in yapilacak olan MTT testi i¢in
fluoksetinin 1x10°,5x10™, 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x107 M’lik dozlarmmn her iki

hiicre tipinde de uygulanmasina karar verirlmistir.
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G
Sekil 4.4. Glia hiicreleri izerinde imipramin etkilerinin gosterilmesi.

A- kontrol, B- 1x10® M imipramin, C- 1x10” M imipramin, D- 1x10°® M imipramin,
E- 1x10®° M imipramin, F- 1x10™* M imipramin, G- 5x10* M imipramin, H- 1x107
M imipramin

4.1.3. SH-SY5Y ve T98G Hiicre Serileri icin Maprotilinin Toksik Doz Arahg

Noron kaynakli SH-SYSY hiicre serisi incelendiginde maprotilinin hiicresel

morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyip hiicrelerin
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tutunduklar1 yerden kalkmasimi saglayan etkisinin 10® M doz seviyesinde basladig
ve yiikselen dozlarda bu etkinin giderek arttig1 goriilmistiir. 5x10° M dozu ve bu
dozdan sonraki yiiksek dozlarda ise genel olarak hiicre yapilarinin tamamen bozulup,
morfolojik yapilarini kaybettikleri ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir

hal aldiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Noron hiicreleri iizerinde maprotilin etkilerinin gdsterilmesi.

A- kontrol, B- 1x10® M maprotilin, C- 1x10” M maprotilin, D- 1x10° M maprotilin,
E- 1x10®° M maprotilin, F- 5x10°M maprotilin, G- 1x10™* M maprotilin.

Glial kaynakli T98G hiicre serisi incelendiginde ise maprotilin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayr da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 5x10°M doz seviyesinde basladig
ve ylkselen dozlarda bu etkinin giderek arttigi goriilmiistiir ve bu dozdan sonraki
yiiksek dozlarda genel olarak hiicre yapilarmin tamamen bozulup, morfolojik
yapilarim1 kaybettikleri ve diizensiz hiicre membranma sahip yuvarlak bir hal

aldiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.6).

Maprotilin de diger maddeler gibi noral hiicrelerde glial hiicrelere kiyasla

daha diisiik dozlarda toksik etki ortaya ¢gikarmustir.

Bu c¢alismanin sonucunu dogrulamak i¢in yapilacak olan MTT testi i¢in
fluoksetinin 1x10™, 5x10°, 1x10®°, 1x10°, 1x107 M’lik dozlarmm her iki hiicre

tipinde de uygulanmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.6. Glia hiicreleri tizerinde maprotilinin etkilerinin gosterilmesi.

A- kontrol, B- 1x10® M maprotilin, C- 1x10” M maprotilin, D- 1x10°® M maprotilin,
E- 1x10™ M maprotilin, F- 5x10°M maprotilin, G- 1x10* M maprotilin.

4.2. FLUOKSETIN; MAPROTILIN VE iMiPRAMININ TOKSIiK
DOZLARININ MTT TESTI iLE BELIRLENMESI

Fluoksetin, imipraminin ve maprotilin farkli dozlarinin hiicre yasayabilirligi
iizerindeki etkilerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi

Cikan sonuglar kontrol grubuna gore kiyaslanarak yiizde degerleri hesaplandi.

4.2.1. Fluoksetinin Hiicre Yasayabilirligi Uzerine Etkisinin MTT Testi ile

Belirlenmesi

Fluoksetinin noéron hiicrelerinde hiicre yasayabilirligi agisindan olumsuz etkileri
1x10® M da dahi gbzlenmeye baslanmustir. Ancak hiicre canlihigindaki istatistiksel
olarak anlamli azalma 1x10” M ‘da gdzlenmistir. 1x10® M dozunda hiicre canlilig:
% 86 ‘ya diiserken, anlamli azalma olan 1x10”" M da canlilik % 79°dur.
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Fluoksetinin glioblastom hiicrelerin yasayabilirligi lizerindeki etkileri ise
noroblastom hiicrelerinden farklidir. Glial hiicrelerin noronlara gore fluoksetinin
etkilerine karsi daha dayanikli olduklar1 gozlenmistir. Hatta istatistiksel olarak
anlamli bulunmasa da 1x10'8, 1X10'7, 1x10° ve 1x10° M dozlarinda hiicre
canlihginda artis oldugu sdylenebilir.5x1x10° M dozunda ise hiicre canliliginda

anlamli bir azalma goriilerek, canlilik % 64’¢ kadar dismiistiir. (Sekil 4.7.).

MTT testi sonuglari da bir Onceki asamada yapilan gozlemsel inceleme
sonuclart ile uyum gdstermistir. Sonug olarak fluoksetin her iki hiicre serisinde de
toksik etki gostermesine ragmen, glioblastom hiicrelerinin fluoksetin toksisitesine

daha direngli oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.8.)

noroblastom

120

100 86
\79
. %
* 52
60 * *
x
40 \
20 1

N

*

hiicre canlihg

)

kontrol 1x10-8 1x10-7 1x10-6 1x10-5 5x10-5 1x10-4
fluoksetin dozu

Sekil 4.7. Fluoksetinin  noronal hiicrelerdeki etkilerinin  MTT testi ile

gosterilmesi. Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<,005.
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Sekil 4.8. Fluoksetinin glial hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi.
Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0,005.

4.2.2. Imipraminin Hiicre Yasayabilirligi Uzerine Etkisinin MTT Testi Ile

Belirlenmesi

Imipraminin néronal hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri yine fluoksetinde
oldugu gibi 1x10® M seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda, bu dozun hiicre canlihiginda % 18 oraninda bir azalma yaptigi
kaydedilmistir ve; bu ve bundan sonraki dozlardaki hiicre canliligindaki azalmalar
istatistiksel olarak da anlamhidir. (Sekil 4.9).

Imipraminin glial kaynakh hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri yine
fluoksetinin toksik etkilerine benzerdir. 1x10°®, 1x107, 1x10® ve 1x10° M
dozlarinda yine istatistiksel olarak anlam ifade etmese de hiicre canliliginda artis
gdzlenmistir. 5x10* M seviyesinde ortaya ¢ikan toksisite ise hiicre canliliginda
%39’luk bir azalmaya neden olmustur (Sekil 4.10.).
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Noronal hiicrelerin impramin ile olusturulan toksisite modelinde glial
hiicrelere kiyasla daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar gorsel olarak tespit

edilen bulgular ile uyumluluk gostermistir.
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imipramin dozu

Sekil 4.9. Imipraminin ndronal hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile

gosterilmesi. Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,05,**; p<0,01,***;
p<0,005.
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Sekil 4.10.  Imipraminin glial hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile gdsterilmesi.

Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,005.
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4.2.3. Maprotilinin Hiicre Yasayabilirligi Uzerine Etkisinin MTT Testi Ile

Belirlenmesi

Maprotilinin nronal kaynakl hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri 1x10® M
seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, bu dozun hiicre
canliliginda %14 oraninda bir azalma yaptig1 kaydedilmistir. Istatistiksel olarak

anlamli goriilen bu azalma daha sonraki dozlarda da devam etmistir (Sekil 4.5).

Maprotilin, glial kaynakli hiicre serisi iizerinde, diger ajanlarda oldugu gibi
proliferatif etki gostermekle birlikte, bu ajan, 1x10°®, 1x10” ve 1x10® M dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur. Artis 1x10° M ve 1x10" M ‘da
% 28, 1x10°M’ da ise % 42°dir. Hiicre canhligindaki istatistiksel olarak anlamli

azalma ise %30 oraniyla 5x10°M dozunda gozlenmeye baslanmistir (Sekil 4.11.).

Maprotilinin toksik etkilerinin basladigi doz seviyesi her iki hiicre tipinde
birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir. N6ronal hiicrelerin glial hiicrelere kiyasla
yiiksek oranda daha duyarli olduklar: tespit edilmistir. Ancak 5x10™ M diizeyinde her
iki hiicre tipinde de kontrole gore yaklasik %30 oraninda bir azalma tespit edilmistir.

Bu sonuglar gorsel olarak tespit edilen bulgular ile uyumluluk géstermistir. (Sekil
4.12))
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Sekil 4.11.  Maprotilinin ndronal hiicrelerdeki etkilerinin MTT

testi

gosterilmesi. Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0,01,**; p<0,005.
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Sekil 4.12.

ile

Maprotilinin glial hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi.

Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0,01; #; p<0,005
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4.3. FLUOKSETIN, IMIiPRAMIN VE MAPROTILININ HUCRE IiCi
KASPAZ-3 SEVIYELERINE ETKILERI

Noral ve glial hiicre serilerinde, fluoksetin, imipramin ve maprotilinin
apoptozda anahtar rol oynayan kaspaz 3 seviyesi lizerindeki etkilerini gozlemlemek

icin ELISA metodu ile hiicre i¢i kaspaz 3 seviyeleri 6l¢iilmiistir.

4.3.1. Fluoksetinin Kaspaz-3 Seviyelerine Etkileri

Hiicre i¢i kaspaz-3 seviyeleri incelendiginde noronal hiicrelerde istatistiksel
olarak anlamli azalmanin basladigi 1x107 M fluoksetin dozunda hiicre ici kaspaz-3
miktarmimn % 36 arttig1 gozlenmistir. Fluoksetinin hiicre canliliginda en fazla diisiise
neden oldugu 1x10”" M dozunda ise kaspaz 3 seviyesinde anlamli bir azalma

gozlenmistir. (Sekil 4.13.)

Glial hiicrelerdeki kaspaz-3 miktarlar1 dlciildiigiinde ise 10° M dozunda
hiicre i¢i kaspaz diizeyi istatistiksel olarak artmaya baslamis ve kaspaz miktar1 5x10
dozunda pik yapmistir. Kaspaz 3 seviyesi 1x10” dozunda ise tekrar azalma
gostermistir. 10 dozunda kaspaz seviyesi %20, 5x10° dozunda %356 oraninda
artarken, 1x* dozunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da % 14 azalma

gostermistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13.  Fluoksetinin ndronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-
3 seviyelerndeki degisim * p<0,005; #; p<0,05.
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Sekil 4.14.  Fluoksetinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-3

seviyelerndeki degisim. *; p<0,05, ** p<0,005.

4.3.2. imipraminin Kaspaz-3 Seviyelerine Etkileri

Imipramin toksistesinde hiicre i¢i kaspaz-3 seviyeleri incelendiginde ndronal
hiicrelerde hiicre canliiginda anlamh azalmann oldugu 1x107 dozunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da hiicre i¢i kaspaz 3 seviyeleri %20 oraninda artmistir.
Sonraki tekrarlanan dozlarda bu artis devam ederek kaspaz seviyeleri 1x10°® dozunda
% 152’ye, 1x10” dozunda %251’¢, 1x 10 dozunda %316 ‘ya, 5x10° dozunda
%334’¢ ve 1x10™ dozunda da ortalama 3,5 kat artarak % 372’ye yiikselmistir (Sekil
4.15))

Glial hiicrelerdeki imipramin toksisitesinde, kaspaz-3 seviyeleri 6l¢iildiigiinde
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamliligin olmadigi 1x10™ dozunda kaspaz 3
seviyeleri anlamli olarak artarak %172 diizeyine ¢ikmustir. Yine ayn1 sekilde

istatistiksel olarak hiicre canliligmm azaldig1 5x10° diizeyinde kaspaz 3 seviyesinde
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% 65 “lik anlamli bir artis gozlenmistir. 1x10”° dozunda ise kaspaz 3 seviyeleri

tekrar diigiise gegmistir (Sekil 4.16.).

kaspaz 3 seviyesi
N
o
o

noroblastom
372
334 _~~
516
%
251 N i
*
'y
122
7
1M:
L
kontrol 1x10-7 1x10-6 1x10-5 1x10-4 5x10-4 1x10-3
imipramin

Sekil 4.15.

Imipraminin néronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre igi kaspaz-

3 seviyelerndeki degisim * p<0,005.
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glioblastom
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kontrol  1x10-7 1x10-6 1x10-5 1x10-4 5x10-4 1x10-3

imipramin

Sekil 4.16.  Imipraminin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-3

seviyelerndeki degisim * p<0,005.

4.3.3. Maprotilinin Kaspaz-3 Seviyelerine Etkileri

Noronal hiicrelere uygulanan maprotilinin hiicre i¢indeki kaspaz 3 seviyeleri
incelendiginde hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmanin gézlendigi 1x
107 dozunda kaspaz 3 seviyesinde % 65’lik bir artis gdzlenmistir. Bu artis 1x10°®
dozunda pik yaparak kaspaz 3 seviyesi kontrole gore yaklasik 3 kat artmistir. 1x10™
seviyesinde kaspaz 3 diizeyinde azalma gozlemlense de, kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli artis vardir. Ancak kaspaz 3 seviyeleri 5x107 ve 1x10” dozunda

azalma gostermistir (Sekil 4.17.).

Glial hiicrelerde maprotilinin 1x10” dozunda kaspaz 3 diizeyinde %14
seviyesinde bir artis gozlenmekle birlikte bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir. Istatistiksel olarak anlamli kaspaz 3 artist 5x10”° dozunda
goriilmiistiir. Kaspaz 3 seviyesi 5x10™ dozunda % 176 ‘ya 1x10™ dozunda ise
%119°a ¢ikmustir (Sekil 4.18.).
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maprotilin dozu

Sekil 4.17.  Maprotilinin noronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-

3 seviyelerindeki degisim * p<0,005, #; p<0,05.
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maprotilin dozu

Sekil 4.18.  Maprotilinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-3
seviyelerindeki degisim *; p<0,05, *** p<0,005

4.3. FLUOKSETIN, IMiPRAMIN VE MAPROTILININ HUCRE iCi
KASPAZ-8 SEVIYELERINE ETKIiLERIi

Noral ve glial hiicre serilerinde, fluoksetin, imipramin ve maprotilinin
apoptozda etkin rol oynayan kaspaz 8 seviyesi tizerindeki etkilerini gézlemlemek

icin ELISA metodu ile hiicre i¢i kaspaz 8 seviyeleri 6l¢iilmiistiir.

4.3.1. Fluoksetinin Kaspaz-8 Seviyelerine Etkileri

Hiicre igi kaspaz-8 seviyeleri incelendiginde fluoksetin uygulanan noéronal
hiicre serisinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir artis veya azalig

gozlenmemistir (Sekil 4.19.).
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Fluoksetin uygulanan glial hiicre serisinde kaspaz 8 seviyesinde higbir artig
gdzlenmeyip, 1x10™1ik fluoksetin dozunda kaspaz 8 seviyesi istatistiksel olarak

anlamli %30°luk bir azalma gostermistir (Sekil 4.20.).

noroblastom
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kontrol 1x10-7 1x10-6 1x10-5 5x10-5 1x10-4
fluoksetin dozu

Sekil 4.19.  Fluoksetinin n6ronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-

8 seviyelerindeki degisim.
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Sekil 4.20.  Fluoksetinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-8

seviyelerindeki degisim *; p<0,005

4.3.2. Imipraminin Kaspaz-8 Seviyelerine Etkileri

Imipramin toksistesinde hiicre i¢i kaspaz-8 seviyeleri incelendiginde ndronal
hiicrelerde hiicre canliliginda anlamli azalmanin oldugu 1x10” dozunda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde hiicre ici kaspaz 8 seviyeleri artmistir. Bu artis 1x107M
dozunda %24, 1x10° M dozunda %34, 1x10®° M dozunda % 52, 1x10“*M dozunda
%84, 5x10™ M dozunda %153 ve 1x10™ M dozunda %43 oraninda olmustur. Kaspaz
8 diizeylerindeki artis tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamlidir. (Sekil 4.21.).

Glial hiicrelerdeki imipramin toksisitesinde, kaspaz-3 seviyeleri 6l¢iildiigiinde

istatistiksel olarak anlamli degisimin olmadigi 1x10™ dozunda kaspaz 8 seviyeleri
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anlamli olarak artarak %165 diizeyine ¢ikmistir. Yine ayn1 sekilde istatistiksel olarak
hiicre canliliginin azaldig1 5x10° diizeyinde kaspaz 8 seviyesinde % 38 ‘lik anlamli
bir artis gozlenmistir. 1x10° dozunda ise kaspaz 8 seviyeleri istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gostermistir ( Sekil 4.22.).

noroblastom
300
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kontrol  1x10-7  1x10-6  1x10-5 1x10-4  5x10-4  1x10-3
imipramin

Sekil 4.21.  Imipraminin ndronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-

8 seviyelerindeki degisim *; p<0,05, ** ;p<0,005
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Sekil 4.22.  Imipraminin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-8

seviyelerindeki degisim * p;<0,005, #; p<0,005

4.3.3. Maprotilinin Kaspaz-8 Seviyelerine Etkileri

Noronal hiicrelere uygulanan maprotilinin hiicre i¢indeki kaspaz 8 seviyeleri
incelendiginde hiicre canlilignda istatistiksel olarak anlamli azalmanin gézlendigi 1x
107 dozunda kaspaz 3 seviyesinde % 18lik bir artis gostermekle birlikte bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Ancak 1x10®° M maprotilin dozunda
kaspaz 8 seviyesi % 224’lere kadar ulasarak anlamli bir artis gdstermistir. Bu artig

1x10° M ve 5x10°M dozlarinda da devam etmistir (Sekil 4.23.).

Glial hiicrelerde maprotilinin 1x10° M dozunda kaspaz 8 diizeyinde %13’liik

bir artig gézlenmekle birlikte bu artig istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.
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5x10° M maprotilin dozunda da % 118 ‘lik kaspaz 8 seviyesi ile istatistiksel olarak
anlamli artis gozlemlenmistir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.23.  Maprotilinin néronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-

8 seviyelerindeki degisim *; p<0,05, ** ;p<0,005.
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Sekil 4.24.  Maprotilinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i kaspaz-8
seviyelerindeki degisim *; p<0,005, #; p<0,05.

4.4. FLORESAN BOYAMA iLE APOPITOZIiS ORANININ KALITATIF
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Annexin V/FITC boyamasi apoptotik hiicrelerin gdsterilmesi amaciyla
uygulanmaktadir. Anneksinler kalsiyum bagimli, 6zellikle de plazma membraninda
bulnan fosfotidilserin gibi fosfolipitlere baglanan proteinlerdir (156). Normal
fizyolojik sartlarda fosfotidilserin plazma membraninin stozolik tarafinda yer alir.
Ancak apoptoz basladigt zaman fosfotidilserin membran dis ylizeyine dogru
transloke olur (157). Flourasan etiketli annexin V de hiicre yiizeyine tagman

proteinlere baglanarak fosfotidilserini goriiniir hale getirir.
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Annexin V ile boyamalarda apoptotik hiicre ile nekrotik hiicre olimiini
birbirinden ayirmak i¢in propidium iodid boyasi da kullanilir. Annexin V/propidium
iodid” ise hiicre nekrotik, Annexin V'/propidium iodid* ise hiicre ge¢ apoptotik,

Annexin V*/propidium iodid" ise de hiicre erken apoptotik hiicredir (158).

Glioblastom Hiicre Serisinde Fluoksetin EtKisi

Fluoksetin uygulanan glial hiicre serisinde kaspaz 3 miktarmi analamli
derecede artirdig1 ve hiicrelerin neredeyse %50’sinin 6liimiine neden oldugu 5x107
M fluoksetin dozunda hiicrelerin sadece annexin V ile boyandig1 ve dolayisi ile

hiicrelerin apoptoza gittigi gozlenmistir (Sekil 4.25 B).

Ancak 10 M fluoksetin dozunda hiicrelerin sadece propidyum ile boyanarak

hiicrelerin nekroza ugradigi gézlenmistir (Sekil 4.25 C).
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Sekil 4.25. Glial hiicrelerde fluoksetinin apoptoz iizerine etkisi . A- Kontrol,
B - 5x10° M fluoksetin, C- 10* M fluoksetin dozu

4.5.2. Glioblastom Hiicre Serisinde iImipraminin Etkisi

Yine kaspaz 3 miktarmin anlamli olarak yiiksek bulundugu ve glial hiicrelerin
yaklasik % 50'si’in 61diigii 5x10” M imipramin dozunda hiicrelerin annexin V ve
propidium iodidin her ikisiyle birden boyandig1 gozlenmistir. Bud a hiicrelerin geg

apoptotik fazda oldugunu gosterir (Sekil 4.26 B).

Ancak 10 M imipramin dozunda hiicrelerin sadece propidyum ile boyanarak

nekroza ugradigi gozlenmistir (Sekil 4.26 C).
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Sekil 4.26. Glial hiicrelerde imipraminin apoptoz iizerine etkisi A- Kontrol,
B - 5x10* M imipraminin, C- 10 M imipraminin dozu

4.5.3. Glioblastom Hiicre Serisinde Maprotilinin Etkisi

5x10° M maprotilin dozunda hiicrelerin apoptoza ugrayarak annexin V ile
boyandig1 gézlenmistir. Daha onceki sonuglardada gozlendigi gibi bu doz hiicrelerin

% 30 ‘unun O6liimiine neden olan ve kaspaz 3 seviyelerinde anlamli artisin oldugu

dozdur. (Sekil 4.27 B).

10 M maprotilin dozunda ise hiicreler hem anneksin V ile hemde propidium
iodid ile boyanmustir.  (Sekil 4.27 C).
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Sekil 4.27. Glial hiicrelerde maprotilinin apoptoz iizerine etkisi A- Kontrol,
B - 5x10° M maprotilin, C- 10* M maprotilin dozu
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45.  FLUOKSETIN, IMIPRAMIN VE MAPROTILININ HUCRE iCINDE

MEYDANA GETIRDIKLERI DNA HASARININ GOSTERILMESI

G—-u u‘- T’ -t ¢

-

(R — - uuu.-—----

Sekil 4.28. Noroblastom hiicre serisinde fluoksetin, imipramin ve maprotilinin
DNA {izerindeki etkisi
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Sekil 4.29. Glioblastom hiicre serisinde fluoksetin, imipramin ve maprotilinin DNA

uzerindeki etkisi

4.6. FLUOKSETIN, IMiPRAMIN VE MAPROTILININ HUCRE iCi NF-xB
SEVIYELERINE ETKILERI

Noral ve glial hiicre serilerinde, fluoksetin, imipramin ve maprotilinin hiicre
ici yasamsal olaylarda etkin rol oynayan NF-«xB seviyesi tizerindeki etkilerini

gbzlemlemek i¢in ELISA metodu ile hiicre i¢i NF-xB seviyeleri 6l¢iilmiistiir.
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4.6.1 Fluoksetinin NF-kB Seviyelerine Etkileri

Hiicre i¢ci NF-kB seviyeleri incelendiginde noral hiicre serisinde 1x10-5 M ve
5x10-5 M fluoksetin dozunda istatistiksel olarak anlamli artisin oldugu gézlenmistir.
Bu artis 1x10-5 M ‘da % 34, 5x10-5 M da ise % 59 civarindadir. 1x10-4 M ‘lik
fluoksetin uygulamasinda ise NF-kB diizeyinde anlamli bir azalma vardir ( Sekil
4.30.).

Glial hiicrelerdeki NF-kB miktarlar1 6l¢tidiigiinde ise NF-kB diizeyindeki tek
anlaml artisin 1x10-6 M’lik fluoksetin dozunda oldugu goriilmiistiir. Noroblastom
hiicre serisinde oldugu gibi glial hiicrelerde de NF-xB diizeyi 1x10™ M*lik fluoksetin
dozunda azalma gostermistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.30.  fluoksetinin noronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i NF-xB

seviyelerindeki degisim *; p<0,05, ** p<0,005, #; p<0,05.
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Sekil 4.31.  fluoksetinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i NF-xB

seviyelerindeki degisim *; p<0,01, #; p<0,05.

4.6.2

Imipraminin NF-xB Seviyelerine Etkileri

Imipramin ile muameleden sonra hiicre ici NF-xB seviyeleri incelendiginde

néronal hiicrelerde hiicre canlihiginda anlamli azalmanm oldugu 1x10” dozunda NF-

kB seviyeleri

1x10® M imipramin dozundan itibaren azalma gdstermistir. Ancak

1x10™* M imipramin dozunda NF-kB seviyesi %42’ye diiserek istatistiksel olarak
anlamlilik kazanmustir (Sekil 4.32.).
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Glial hiicrelerdeki imipramin uygulaniminda, 1x10”7 M, 1x10® M, 1x10° M,
1x10™ M ve 5x10™ M imipramin dozlarinda hiicre i¢i NF-kB seviyelerinde herhangi
bir degisim gozlenmemistir. Ancak 1x 10° M imipramin dozunda hiicre i¢i NF-xB

seviyesinde % 63 oraninda azalma tespit edilmistir.( Sekil 4.33.).
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Sekil 4.32.  Imipraminin ndronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre ici NF-xB

seviyelerindeki degisim *; p<0,005.
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Sekil 4.33.  Imipraminin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i NF-xB

seviyelerindeki degisim *; p<0,005.

4.6.3 Maprotilinin NF-kB Seviyelerine Etkileri

Maprotilinin uygulanan néroblastom hiicre serisinde hiicre i¢indeki NF-xB
seviyeleri incelendiginde 1x107 M ve 1x10° M maprotilin dozlarinda hiicre i¢ci NF-
kB diizeylerinde herhangi bir degisim gozlenmemistir. Ancak hiicre i¢i NF-xB
seviyesinde 1x10™ M maprotilin dozunda %353 liik, 5x10™ M maprotilin dozunda %
64 ve 1x10™*M maprotilin dozunda %82’lik azalma gozlenmistir. Bu dozlardaki

degisimlerin hepsi istatistiksel olarak anlamlidir. (Sekil 4.34.)

Glial hiicrelerde maprotilinin 5x10° M dozunda NF-xB diizeyinde % 22’lik

bir azalma gozlenmekle birlikte bu azalma istatistiksel olarak da anlamli
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bulunmustur. 1x10-4 M maprotilin dozunda da NF-«xB seviyesindeki azalma devam
etmistir. (Sekil 4.35.)
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Sekil 4.34.  Maprotilinin néronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i NF-xB

seviyelerindeki degisim , * ; p<0,005.
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Sekil 4.35.  Maprotilinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i NF-xB
seviyelerindeki degisim *; p<0,05, **; p<0,005.

4.7. FLUOKSETIN, IMiPRAMIN VE MAPROTILININ HUCRE iCi IkB
SEVIYELERINE ETKILERI

Noral ve glial hiicre serilerinde, fluoksetin, imipramin ve maprotilinin hiicre
icinde stoplazmada, normalde NF-kB’ye bagli halde bulunan, ancak uyar1 halinde
NF-kB’den ayrilan IkB diizeyleri iizerindeki etkilerini gozlemlemek i¢cin ELISA

metodu ile hiicre i¢i [kB seviyeleri 6l¢tilmiistiir.
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4.7.1. Fluoksetinin IkB Seviyelerine Etkileri

Hiicre i¢i IkB seviyeleri incelendiginde néral hiicre serisinde 1x10™* M, 5x107
M ve 1x10° M fluoksetin dozunda istatistiksel olarak anlamli azalmanmn oldugu ve

bu azalmanin da NF-kB sonuglari ile orantili oldugu gézlenmistir ( Sekil 4.36.).

Glial hiicrelerdeki kB miktarlar1 6l¢lidiigiinde ise IkB diizeyinde 1x107 M,
1x10™® M ve 1x10”° M fluoksetin dozlarinda anlamli azalmalarmn oldugu gozlenmistir.
Bu azalmalar siras1 ile %11, % 40 ve % 15 diizeyindedir ve sonuglar istatistiksel
olarak anlamli olup NF-kB sonuglari ile de uyumludur. 1x10™ M fluoksetin dozunda
ise hiicre i¢i IxB diizeyinde %19’luk anlamli bir artis vardir (Sekil 4.37.).
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Sekil 4.36.  Fluoksetinin noronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IkBa

seviyelerindeki degisim *; p<0,005.
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Sekil 4.37.  Fluoksetinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IxBa
seviyelerindeki degisim , * ;p<0,005, #; p<0,05, ##; p<0,01.

4.7.2. Imipraminin IkB Seviyelerine Etkileri

Imipramin uygulaniminda hiicre i¢i IkB seviyeleri incelendiginde noronal
hiicrelerde 1x10* M ve 5x10™ imipramin dozundan itibaren IxkB diizeylerinde artis
gdzlenmistir. Bu artis 1x10™® M imipramin dozunda %17 ve 5x10* M imipramin
dozunda % 25 seviyesinde olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak

1x10-3 M imipramin dozrunda IxB seviyesi % 19 seviyesine diigsmiistiir (Sekil 4.38.).

Glial hiicrelerdeki imipramin uygulaniminda, 1x107 M, 1x10° M, 1x10° M,

1x10™ M ve 5x10™ M imipramin dozlarinda hiicre i¢i IkB miktarinda yine hiicre ici
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NF-kB miktarda oldugu gibi herhangi bir degisim gozlenmemistir. Ancak 1x 107
M imipramin dozunda hiicre i¢i IkB seviyesi yine hiicre i¢i NF-kB seviyesinde
oldugu gibi azalma gostermistir. Hiicre igi IkB seviyesi % 17 civarindadir (Sekil
4.39.)

noroblastom

120 103 T /I

100 99 / \
100 |—F “'I“"—TN% *x -

IxB seviyesi
M I (=)} co
o o o o
L
L
L
o

o

kontrol  1x10-7  1x10-6  1x10-5  1x10-4  5x10-4  1x10-3
imipramin dozu

Sekil 4.38.  Imipraminin ndronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IxBa

seviyelerindeki degisim *; p<0,05, **; p<0,01, #; p<0,05.

10



glioblastom
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kontrol 1x10-7 1x10-6 1x10-5 1x10-4 5x10-4 1x10-3

IkB seviyesi

imipramin dozu

Sekil 4.39.  Imipraminin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IxBa

seviyelerindeki degisim *; p<0,005.

4.7.3. Maprotilinin IkB Seviyelerine Etkileri

Maprotilinin uygulanan néroblastom hiicre serisinde hiicre i¢indeki IxkB
seviyesi, 1x107 M ve 1x10° M maprotilin dozlarinda anlamli bir degisim
gdzlenmemistir. Ancak hiicre ici IkB seviyesinde 1x10™° M maprotilin dozunda
%27°liik, 5x10™° M maprotilin dozunda % 43 ve 1x10™*M maprotilin dozunda
%51’lik artig gdzlenmistir. Bu dozlardaki degisimlerin hepsi istatistiksel olarak

anlamlidir ve sonuglar NF-xB degisimi ile uyum gostermektedir (Sekil 4.40.)

Glial hiicrelerde maprotilinin 10° M dozunda IxB diizeyinde % 20’lik bir

azalma gozlenmekle birlikte bu azalma istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.
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NF-«B seviyelerinin diistiigii 5x10° Mve 1x10™* M maprotilin dozunda ise IxB
seviyesinde sirast ile % 14°liikk ve % 29’luk artis gézlenmistir (Sekil 4.41.)

noroblastom
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140 118 127 :

/ *
120 = *

100 T
80

IxB seviyesi
(==Y
o
o
N}
i
*

60

40
20

kontrol 1x10-7 1x10-6 1x10-5 5x10-5 1x10-4

maprotilin dozu

Sekil 4. 40.  Maprotilinin néronal hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IkBa

seviyelerindeki degisim *; p<0,005.
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Sekil 4.41.  Maprotilinin glial hiicrelerdeki toksisitesi sonucu hiicre i¢i IkBa
seviyelerindeki degisim *; p<0,05, **; p<0,005, #; p<0,01.
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5.  TARTISMA

Antidepresan ilaglar, genel olarak noradrenalin ve serotoninin hiicre igine geri
alimimin1 inhibe ederek etkinliklerini gostermektedir. Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalarda depresyonun yalnizca beyindeki serotonin ve noradrenalin miktarindaki
azalmayla alakali olmadigi, aym1 zamanda depresyonlu hastalarda patogenezde
beynin bazi odaklarinda meydana gelen apoptoz ve benzeri degisikliklerin de etkili
olabilecegi gozlenmistir. Yine ayni sekilde antidepresan ilaglarm da etkinliklerini
kisa stirede degilde haftalar ve bazen aylar siiren tedavilerin sonucunda gostermeleri
etkilerinin sadece serotonin ve noradrenalin geri alimi ile sinirli olmayacagini

diistindiirmektedir

Calismamizda serotonin geri alim inhibitorii olan fluoksetin, trisiklik
antidepresan ailesine 1liye olan imipramin ve etki mekanizmas1 trisiklik

antidepresanlara benzeyen ve tetrasiklik yapiya sahip olan maprotilin kullanilmistir.

Bu calismada fluoksetin, imipramin ve maprotilinin noroblastom ve
glioblastom hiicre serilerinde hiicre i¢inde meydana getirdikleri degisiklikleri ve bu
degisikliklerin hangi dozlarda ortaya ¢iktig1 arastirilmistir. Yapilan ¢alismada
noroblastom hiicre serisinin, glioblastom hiicre serilerine gore kullanilan her 3

maddeye daha duyarh oldugu gézlenmistir.

Fluoksetin ve norfluoksetinin yapilan c¢aligmalara goére etkin plazma
konsantrasyonu kisiye gore degismekle birlikte ortalama 100ng/ml dir (159). Ancak
yapilan arastirmalarda fluokstinin beyinde birikme egilimi gosterdigi ve plazmaya

kiyasla yaklasik 20 kat fazla bulundugu gosterilmistir (160) .

Yapilan bir calismada ndroblastom kaynakli hiicre serisi olan SKNAS hiicreleri
kullamlmus, hiicrelere en diisiik doz olarak 5x10° M fluoksetin uygulanmis ve bu
dozda hiicre canliligi yaklasik olarak %100°den %75’e diismiistiir (161). Yaptigimiz

calismada noroblastom hiicrelerine en diisik doz olarak 1x10® M fluoksetin
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uygulanmis ve hiicre canliliginda azalma bu dozda dahi goriilmistiir. Ancak hiicre
canliligindaki istatistiksel olarak anlamli azalma 1x107 M<da gbzlenmistir.
Anlamliligin gbzlendigi bu dozda apoptoz gostergesi kaspaz 3 seviyesi de anlamli
olarak artiy gostermistir. Ancak kaspaz 8 seviyelerinde herhangi bir degisim
gbézlenmemistir. Yapilan bazi calismalarda SSRI’larin hiicreyi kaspaz molekiilleri

tizerinden apoptoza gotiirdiigii ispatlanmistir (162-163).

Bunun yaninda fluoksetinin c6 glioma hiicrelerinde apoptoza neden oldugu
gosterilmistir (59). Ancak fluoksetinin néroblastom hiicrelerinde kaspaz 8 iizerinde
degisiklik yapmadan sadece kaspaz 3° i yiikseltmesi apoptozun noroblastom
hiicrelerinde mitokondri /sitokrom c aracili intrensek apoptoz yolagini lizerinden
gerceklestigini diisiindiirmektedir. Yapilan bir calismada da bizim bulgularimizla
benzer sekilde fluoksetinin sitokrom ¢ ve kaspaz 3 miktarlarmni artirdigi gésterilmistir
(163). Fluoksetinin 1x10™ M dozunda kaspaz 3 seviyesinde diisiise neden olmast ise
bu dozda hiicre Oliimiiniin apoptozdan ¢ok nekroz nedeni ile olabilecegini
disiindiirtir. Ciinkli yapilan c¢alismalarda kaspaz 3 seviyesindeki artig ile apoptoz
gerceklestigi ortaya konmustur (98). Noronal hiicre serisinde 1x10° M ve 5x10° M
fluoksetin dozlarinda NF-kB diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artisin oldugu
gdzlenmistir. Ancak 1x10™ M<lik fluoksetin uygulamasinda ise NF-kB diizeyinde
anlamli bir azalma vardir. Yine bu hiicre serisinde hiicre i¢i IkB seviyesi de, NF-xB
seviyesi ile dogru orantili olarak 1x10° M ve 5x10° M fluoksetin dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir. IkB- NF-«xB kompleksi IKK
tarafindan IkB fosforillenerek ayrildigi icin fosforile IkB miktar1 artarken IkB
miktarinda azalma goézlenir (137) NF-kB yasamsal bir proteindir ve stres durumunda
uyaranin ve hiicrenin tipine gore artis veya azalma gosterebilir (126). Bu hiicre ve
uyaran tiplerinde NF-kB’nin apoptozdan hiicreyi korumak amaciyla arttigi
diisiiniilmektedir. Zira bir¢ok hiicre tipinde de NF-kB’nin miktarinin artarak hiicreyi
apoptoza karst korumaya c¢alistigi gosterilimistir (140). Bunun yaninda yapilan bir
caligmada mikroglial hiicre serisinde fluoksetinin NF-kB’nin DNA’ya baglanmasini

2 kata kadar artirdig1 gézlenmistir (164) .
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Fluoksetinin glial hiicrelerin yasayabilirligi tizerindeki etkileri ise
noronlardan farklidir. Glial hiicrelerin noronlara gore fluoksetinin etkilerine karsi
daha dayanikli olduklar1 gozlenmistir. Hiicre canliliginda anlamli azalma 5x10° M
dozunda gozlenmistir. Yine glial hiicrelerdeki kaspaz-3 miktarlar1 6lgtidiigiinde 1x10°
> M dozunda hiicre ici kaspaz diizeyi istatistiksel olarak artmaya baslamis ve kaspaz
miktar1 5x10° M dozunda pik yapmustir. Kaspaz 3 seviyesi 1x10” M dozunda ise
tekrar azalma gostermistir. Fluoksetin noronal hiicrelerde oldugu gibi hiicre i¢i
kaspaz 8 seviyesinde herhangi bir de§isime neden olmamistir. Bu sonuglara gore
fluoksetinin 5x10° M ve 1x10° M dozlarinda apoptozu ndroblastom hiicre
serisindeki gibi intrensek yolaktan aktifledigi disiiniilmektedir. Yine yapilan bir
caligmada glial hiicre serisinde fluoksetinin stokrom ¢ ve kaspaz 3 miktarini artirarak
hiicreyi intrensek yolaktan apoptoza gotlirdiigii gosterilmistir (163). Hiicreler
apoptoza ugradiklarinda kaspaz 3 seviyeleri artis gozlenirken (98), 1x10* M
dozunda kaspaz 3 miktarindaki azalma bu dozdan itibaren hiicrelerde doz bagimli
olarak nekroz aracili 6lim olustugunu disiindiiriir. Glial hiicrelerdeki NF-xB
miktarlar1 Ol¢lidiigiinde ise NF-kB diizeyindeki tek anlamli artisin 1x10-6 M’lik
fluoksetin dozunda oldugu goriilmistiir. IxkB miktarlar1 oOlgiidiiglinde ise IkB
diizeyinde 1x10-7 M, 1x10-6 M ve 1x10-5 M fluoksetin dozlarinda anlamli
azalmalarin oldugu gozlenmistir. Bu dozlarda hiicre sayisinda ve yasayabilirliginde
herhangi bir azalma gozlenmese de hiicrenin strese girmis olabilecegi ve buna
karsilik NF-xB diizeyinin artmis olabilecegi diisiiniilmektedir. NF-kB diizeyinin
hiicre i¢inde artmasi apoptozisdan koruyucu bir etki olusturur (140). Ancak yapilan
bazi1 galismalarda hipokampal noéronlarda ve PCI2 hiicrelerinde farkli uyarilarla
hiicre NF-kB  aracili apoptoza gitmistir (148-165). Dolayisi ile glial hiicrelerdeki
hiicre 6liimii bu doz ve sonrasinda gelistigi i¢in NF-kB bu hiicre serisinde apoptoza

neden olmus olabilir.

Imipramin;

Imipraminin gesitli hiicre tiplerinde hiicre dliimiinii artirdig1 gosterilmistir
(166). Calisgmamizda imipraminin ndronal hiicre serisi tizerindeki toksik etkileri yine

fluoksetinde oldugu gibi 1x10-8 M seviyesinde baslamistir. Kaspaz 3 seviyeleri de
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yine ayni sekilde doz bagimli artig gostermistir. Yapilan ¢alismalarda imipraminin
kaspaz 3 seviyelerini artirarak hiicreleri apoptoza gotiirdiigii gosterilmistir (166).
Kaspaz 8 seviyeleri ise kaspaz 3 seviyeleri ile orantili olarak ayni dozlarda artis
gostermistir. Bu artiglar hiicrenin ekstrensek apoptoz yolagini kullanarak apoptoza
gitmis olabilecegini diislindiiriir. Yapilan bir calismada rat hippokampal hiicrelerine
imipraminin uygulanmasinin ardindan kaspaz 8 proteinin gen ekspresyonunda
onemli derecede artis oldugu saptanmustir (167) ve; hiicre dis1 uyarilarla kaspaz 8’in
artmas1 ve sonucta diger kaspazlarin artis1 ile hiicrenin apoptoza siiriikklendigi
gosterilmistir (99). Imipraminin hiicre canliligini azaltici etkisi birgok yayimnda
gosterilmistir. Ancak yapilan bazi g¢alismalarda canliliktaki azalmanm apoptoz
degilde otofajik hiicre 6liimii gibi diger, mekanizmalar1 tam olarak aydmlatilamamis
oliim sekilleri ile olabilecegi bulunmustur (47). imipramin ile uyarilmis néroblastom
hiicre serisinde NF-kB diizeyinde ise anlamli degisiklik 1x10-4 dozundan itibaren
%60’lik azalma seklinde olmustur. IKB diizeyi ise yine orantili olarak ayni dozlarda
artis gostermistir. Yapilan bir caligmada astrosit hiicre serisinde imipraminin 1x10-4
M dozunda p-IKB ve NF-kB diizeyini azalattig1 gozlenmistir (168). Yine yapilan
bir baska c¢alismada imiraminin NF-«B’nin DNA’ya baglanmasini azalttigini
gosterilmistir (169). Primer ndron Kkiiltiirlerinde yapilan c¢alismalarda NF-xB’nin
DNA’ya baglanmasinin azalmasiyla hiicresel gelisimin durdugu ve hiicrelerin

apptoza siiriiklendigi gosterilmistir (170-174).

Imipraminin glial kaynakl hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri 5x10™* M
dozundan itibaren ortaya ¢ikmistir. Yine bu dozlarda hiicre i¢i kaspaz 3 ve kaspaz 8
seviyelerinde artis gdzlenmistir. Bu sonuglar néroblastom hiicre serisinde oldugu gibi
hiicrelerin ekstrensek yolaktan apoptoza gittigini diisiindlirmiistiir. Hiicre i¢ci NF-kB
ve IKB diizeylerinde belirgin bir degisim gozlenmemistir. Dolayist ile imipramin

aracili hiicre 6liimiinde NF-kB’nin olasi bir etkisinin oldugu diisiiniilmemektedir.

Maprotilin;

Maprotilinin néronal kaynakli hiicre serisi tizerindeki toksik etkileri 1x10° M

seviyesinde baslamistir ve daha sonraki dozlarda da devam etmistir. Hiicre
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sayisindaki azalmann istatistiksel olarak anlamli oldugu 1x 107 M dozunda kaspaz 3
ve kaspaz 8 seviyelerinde artis gozlenmistir. Bu artis 1x10° M maprotilin dozuna
kadar devam etmistir. Dolayisi ile bu doz araliginda hiicrenin kaspaz 8 bagimli
ekstrensek yolak ile apoptoza ugradig: diisiiniilmiistiir. Maprotilinin apoptotik etkisi
ile ilgili yapilmis pek ¢aligma bulunmamakla birlikte bir ¢alismada Neuro 2a hiicre
serisinde hiicre canhhgmnda 1x10° M maprotilin dozundan itibaren azalma
gdzlenmistir. Yine ayni cahsmada 2x10° M maprotilin dozundan itibaren kaspaz 3
seviyesinin arttig1 belirlenmistir (175). Bir baska ¢alismada ise maprotilinin hiicre igi
Ca diizeyini artrrarak hiicreyi apoptoza siiriikledigi gosterilmistir (176). Ancak
kaspaz 3 ve kaspaz 8 seviyelerinde ani diismenin oldugu 1x10° M ve sonraki
dozlarda ise hiicrelerin doz bagimli olarak nekroza gittigi diisiiniillmektedir. Yine
hiicre kaspaz seviyelerinin de azaldigi 1x10™ dozundan itibaren NF-kB seviyesinde

azalma ve IKB seviyesinde artig goriilmiistiir.

Maprotilin, glial kaynakli hiicre serisi iizerinde, 1x10®, 1x107 ve 1x10° M
dozlarmda hiicre canliligi iizerinde istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur.
Ancak 5x10°M dozunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya
neden olmustur. Glial hiicrelerde maprotilinin 1x10™ dozundan itibaren kaspaz 3 ve
kaspaz 8 seviyelerinde artis goézlenmistir. Bu da hiicrelerin bu dozlarda apoptoza
gittigini ve apoptozun da noronal hiicrelerde oldugu gibi ekstrensek yolaktan
oldugunu diisiindiiriir. NF-kB seviyesi de kaspaz seviyelerinin yiiksek oldugu 5x10™
M dozunda azalma gostermistir. IKB seviyelerinde ise bu dozda artig bulunmustur.
Dolayis1 ile NF-kB’nin yasamsal olarak gerekli bir madde oldugu ve azalmasmin da
apoptozu tetikleyici rol oynadigi disiiniiliir. Literatiirde maprotilin ve NF-xB

seviyesi arasindaki iligskiyi gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz ilaglarda hicbiri subtoksik dozlarda
hiicre i¢i NF-xB diizeyini azaltmamistir. Ancak fluoksetin glioblastom hiicrelerinde
hiicre igin toksik olmayan 1x10® M dozunda NF-kB seviyesi anlamli derecede
arttrmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda beyinde apoptozis olusturarak depresyona
neden olan serbest oksijen radikalleri gibi maddelerin hiicreyi uyarmasi sonucu NF-
kB’nin seviyesinin arttig1 ve hiicreyi apoptoza karsi korumaya calistigi gozlenmistir

(32-33).
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Depresyon ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda ise depresyonlu hastalarda NF-
kB diizeyleri yiliksek bulunmustur ve bu yiiksekligin depresyonun primer
nedenlerinden biri oldugu distinilmistiir (29-30-31). Bizim c¢alismamizda ise
imipramin uyarisi sonucunda hiicrenin stresten korunmak amaci ile NF-xB diizeyini

artirdig1 diisiiniilmiistiir.

Glioblastom ve noroblastom gibi kanser tiirleri i¢in kullanilan ajanlarda major
problem kan-beyin bariyerini ilaglarin kolaylikla asamamalaridir (177). Imipramin,
maprotilin ve fluoksetin kan beyin bariyerini kolaylikla gecebilen ve diger
kemoteropotik ajanlara gére de daha az toksik ajanlardir (34-177). Kanser tedavisi
sirasinda olusabilecek depresyonun tedavisi amaci ile siklikla kullanilan bu ilaglar,

antikanser tedavilerde yardimci ajan olarak da kullanilabilirler.

6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada fluoksetin, imipramin ve maprotilin ile olusturulan apopitotik
hiicre Oltiimii histopatolojik (faz kontrast mikroskopi), spektrofotometrik Olgiim
(MTT testi ve Kaspaz-3, kaspaz-8 ELISA yontemi), DNA fragmantasyonu ve
histokimyasal boyama (anneksin V) ile, hiicre i¢i NF-xB ise spektrofotometrik dlgtim
(NF-«xB ve IKB ELISA yontemi) ile incelenmistir.

Sonugta;

1. Kontrol gruplarinda olmayan apopitotik hiicreler fluoksetin, imipramin ve
maprotilin ile indiikklenen gruplarda anlamli diizeyde ortaya ¢ikmustir.

2. Olusan apoptozun doz bagimli oldugu ve ozellikle ndroblastom kaynakli
hiicre serisinde bazi dozlardan itibaren nekrozun oldugunu gézlenmistir.

3. Fluoksetin kaspaz 8’den bagimsiz olarak kaspaz 3 seviyesini artirmigtir.
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. Imipramin ve maprotilindeki kaspaz 3 degisimleri kaspaz 8 ile dogru

orantilidir.
. Fluoksetin noral hiicre serisinde toksik dozlarda, glial hiicre serisinde ise
subtoksik dozlarda NF-«xB seviyesinde artisa neden olmustur.

. Imipramin ve maprotilin ise her iki hiicre serisinde de NF-«kB diizeylerinde

azalmaya neden olmustur.
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